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RESUMO

Titulo: Sintese assistida por micro-ondas de novos espiros 1,3,4-tiadiazoéis derivados
da isatina com potencial atividade bioldgica.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de sintetizar, utilizando irradiagéo de micro-
ondas como fonte de aquecimento para o meio reacional, 12 espiros 1,3,4-tiadiazo6is
derivados da isatina (3a-3l), sendo 9 inéditos e investigar a atividade antimicrobiana e
antitumoral. Derivados da isatina clorados e N-alquilados, previamente sintetizados,
foram utilizados como substratos para a obtencéo das tiossemicarbazonas (2a-2l) sob
condi¢des de irradiagéo de micro-ondas. Estes intermediarios foram obtidos em curtos
temos reacionais e em rendimentos que variaram de 53-88%. A etapa sintética final
consistiu na ciclizacdo das tiossemicarbazonas (2a-2l) utilizando anidrido acético sob
condicdes também de irradiagdo de micro-ondas. Os espiros 1,3,4-tiadiazoéis
derivados de isatina (3a-3l) foram obtidos em tempos reacionais que variam de 6 a 18
minutos, apresentando rendimentos que variaram de 25-90%. Todos 0os compostos
foram caracterizados por técnicas espectroscopicas de RMN de 'H e '3C. Foi realizada
avaliagdo da atividade antimicrobiana e anticancer destes compostos. Dentre os 10
compostos avaliados, cinco deles apresentaram atividade antimicrobiana, com
destaque para os compostos 3d (diclorado e N-alilado) e 3g (N-alilado), que
apresentaram os menores valores de Concentracdo Inibitéria Minima (137,5 pg/mL)
para todos 0s micro-organismos testados, exceto P. aureuginosa ATCC — 9027, que
apresentou sensibilidade para a molécula N-alilada 3g na concentracdo de 550
pMg/mL. Realizou-se também a avaliacdo preliminar da atividade citotéxica em 3
linhagens de células tumorais (HT-29, K562 e HL60), onde apenas o espiro-composto
diclorado e N-benzilado 3e apresentou atividade, obtendo Clso = 6,8 uM. Investigacéo
in silico foi realizada, onde pode-se observar que ambos 0s espiro-compostos 3d, 3e
e 3g sao potenciais candidatos a farmacos com satisfatoria biodisponibilidade oral.

Palavras-chave: derivados de isatina; espiro-compostos; micro-ondas; atividade
biologica.



ABSTRACT

Title: Microwave-assisted synthesis of new spiro-1,3,4-thiadiazoles with potential
biological activity.

This work was executed aiming the synthesis of 12 spiro-1,3,4-thiadiazoles derived
from isatin (3a-3l), including 9 novel ones, using microwave as heating source and
investigating the antimicrobial and antitumoral activities. Chlorinated and N-alkylated
isatin derivatives were synthetized and used as substrates to the obtainment of
thiosemicarbazones (2a-2l) under microwave irradiation. These intermediates were
obtained in short reaction times and yields of between 53-88%. The final reaction step
consisted on the thiosemicarbazones cyclization (2a-2l) using acetic anhydride and
microwave irradiation. The spiro-1,3,4-thiadiazoles (3a-3l) derived from isatin were
produced in reaction times between 6 to 18 minutes, presenting yields around 25-90%.
All the compounds were characterized by spectroscopic techniques of NMR 3C and
NMR 'H. The antimicrobial and anticancer activities of these compounds were
evaluated. 5 from 10 evaluated compounds showed antimicrobial activity, highlighting
3d (dichlorinated and N-allylated) and 3g (N-allylated) that presented the minor values
of Minimum Inhibitory Concentration (137.5 pug / mL) to all the tested microorganisms,
except for P. aureuginosa ATCC — 9027 that was sensitive to the N-allylated 3g at 550
pHg/mL. A preliminary assessment of cytotoxic activity in 3 tumour cell lines (HT-29,
K562 e HL60) showed only the dichlorinated and N-benzylated spiro-compound 3e as
active, obtaining ICso = 6,8 uM. An in silico investigation demonstrated that the spiro-
compounds 3d, 3e and 3g are potential drug candidates with satisfactory oral
bioavailability calculated.

Keywords: isatin derivatives; spiro-compounds; microwave; biological activity.
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1. INTRODUCAO

A descoberta e desenvolvimento de novos farmacos é um processo bastante
complexo, duradouro e de alto custo, fundamentando-se na integracdo de varios
campos estratégicos, como inovacdo, conhecimento, tecnologia, gerenciamento e
investimento em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) (GUIDO; ANDRICOPULO, 2008;
GUIDO). Os constantes avan¢os da ciéncia, possibilitam um melhor entendimento de
mecanismos fisiopatoldgicos e farmacolégicos que contribuem para o aparecimento e
desenvolvimento de doencas. Com isso, viabilizam a descoberta de novos farmacos
capazes de representar notaveis inovacdes terapéuticas, revolucionando o modo e a
gualidade de vida das diversas popula¢cdes no mundo

A Quimica Medicinal possui um papel importantissimo no processo P&D de
farmacos, possuindo como caracteristica seu carater multidisciplinar que permite nédo
s6 a invencao, descoberta e planejamento de farmacos, mas também a interpretacao
dos mecanismos de acdao molecular dos compostos biologicamente ativos, estudo do
metabolismo, relagdes entre a estrutura quimica e atividade (do inglés, SAR, structure-
activity relationships), entre outros (GUIDO; ANDRICOPULO, 2008). Complementar a
isto, novos métodos sintéticos vém sendo desenvolvidos, baseando-se em rotas
sintéticas mais eficientes, processos que reduzem ou eliminam 0 uso e geracao de
substancias nocivas a saude e ao meio ambiente, abrindo a possibilidade de expandir
a biblioteca de moléculas bioativas, impulsionando a descoberta e desenvolvimento
de novos farmacos.

Neste cenario de desenvolvimento e descoberta de novos candidatos a
farmacos, os compostos heterociclicos detém uma importante representatividade,
uma vez que, devido aos heteroadtomos e ao tamanho do anel, juntamente com 0s
seus respectivos substituintes, agregam propriedades fisico-quimicas Unicas para
esses compostos (MUSTAFA, 2018). Com isso, estes compostos sdo de suma
importancia para pesquisas em Quimica Medicinal, apresentando um alto potencial
farmacoldgico.

A isatina é um heterociclo bastante utilizado como bloco de construcao (em
inglés, building block) na sintese e desenvolvimento de novos candidatos a farmacos.
Isso se da pela grande versatilidade sintética associado ao seu baixo custo comercial,

fornecendo derivados com um grande espectro de atividades.
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Uma das aplicacdes mais promissoras e fascinantes da isatina na sintese
organica é, sem duvidas, ocasionada pela alta reatividade da carbonila cet6nica (C-
3), permitindo a sintese de novos derivados espirociclicos com carbono assimétrico
unindo dois anéis (SINGH; DESTA, 2012). Esta caracteristica é recorrente em muitos
produtos naturais, e derivados sintéticos vém apresentando promissores tipos de
bioatividade, como agente neuroprotetor (CHOU et al., 2009), antimalarico (YEUNG
et al., 2010), antimicrobiano (SAKHUJA et al., 2011), anti-inflamatério e analgésico
(RAJANARENDAR et al., 2013), anticancer (ARUN et al., 2014), anti-histaminico
(ARYA et al., 2012), entre outros. Estes compostos despertam um enorme interesse
dos pesquisadores da area de quimica organica sintética e Quimica Medicinal em todo
o mundo. Entretanto, a sintese de compostos espirociclicos, em geral, sempre foi um
ponto desafiador para os quimicos organicos, que devido a sua exigéncia estrutural,
necessita de estratégias sintéticas especificas (SINGH; DESTA, 2012).

Entre as recentes metodologias para a sintese destes compostos, as reacoes
assistidas por micro-ondas ganharam consideravel atencéo devido ao seu melhor
gerenciamento térmico acompanhadas de menores tempos reacionais, onde vem se
tornando uma ferramenta indispensavel para a sintese de novos espiro-compostos
(KONOVALOVA; MASLIVETS, 2019).

Com base no exposto, apresentamos neste trabalho a sintese assistida por
micro-ondas de 12 espiros 1,3,4-tiadiazois derivados da isatina, dos quais 9 sao

inéditos, e a investigacao de suas atividades bioldgicas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Compostos heterociclicos

Os compostos heterociclicos sao definidos como compostos organicos ciclicos
contendo &tomos de carbono e pelo menos um outro &tomo em sua estrutura, 0s quais
podem ser comumente nitrogénio, oxigénio e enxofre. Esses compostos séo
amplamente distribuidos na natureza e essenciais para células vivas. Alguns deles,
como aminoacidos, proteinas, vitaminas, bases nitrogenadas, hemoglobina (grupo
heme), etc. (Figura 1), desempenham um papel vital no metabolismo de todos os
seres vivos e sao utilizados em quase todas as fases dos muitos processos

bioquimicos necessarios para a manutencao da vida.

Figura 1 — Compostos heterociclicos comumente distribuidos na natureza
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Fonte: Elaborado pelo autor

As amplas atividades biologicas que esses compostos podem apresentar estao
parcialmente atribuidas aos seus heteroatomos, nos quais podem atuar como acidos
e bases, dependendo do pH do ambiente. Além disso, a diversidade de interacdes
intermoleculares que esses compostos podem se envolver, tais como ligacdo de
hidrogénio, ligacdo coordenada, interacbes de van der Walls, interacdes
hidrofébicas, além da ampla variedade dos tamanhos dos anéis que permitem uma
interacdo mais abrangente com receptores ou enzimas, atribuem uma maior atividade
farmacoldgica ou especificidade aos compostos heterociclicos (MARTINEZ; GIL,

2016).
19



Sendo assim, esses compostos possuem uma extrema importancia para 0s
quimicos medicinais, pois, associado aos avan¢os nas metodologias sintéticas, €
possivel expandir a biblioteca de moléculas e impulsionar a descoberta de novos
candidatos a farmacos. A relevancia que esses compostos demonstram no cenario
atual da Quimica Medicinal, em especial, no desenvolvimento de novos compostos
com potencial atividade bioldgica, é refletido no crescimento expressivo no nimero de
publicacdes referentes aos ultimos vinte anos, mediante a pesquisa na base de dados

Web of Science associando o termo “Heterocyclic” ao termo “Synthesis”. (Figura 2).

Figura 2 — Numero crescente de publicacdes associadas a sintese de heterociclicos nos

ultimos vinte anos
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Esse crescente interesse pela sintese de compostos heterociclicos vem sendo
associado as suas diversas aplicacdes clinicas, onde vem desempenhando um papel
importantissimo no desenvolvimento de novas drogas antibacterianas (CONSTANTIN
et al., 2019), antitumorais (NAM et al., 2014), anti-inflamatérios (WEI et al.,2018),
antivirais (KANG et al., 2015), antifungicos (DELONG et al., 2017), entre outras, nos

ultimos anos (Figura 3).
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Figura 3 — Recentes drogas farmacologicamente ativas contendo fragmentos de heterociclico
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Fonte: Elaborado pelo autor

Além disso, muitos farmacos mundialmente consumidos contém heterociclicos

em sua estrutura quimica. Dos trés principais medicamentos mais vendidos nos

Estados Unidos em 2018, dois possuem fragmentos de heterociclicos em sua

estrutura (Eliquis e Revlimid) conforme demonstra a Figura 4 (ALEX, 2019).

Figura 4 — Medicamentos mais comercializados nos EUA e que possuem heterociclicos em

sua estrutura
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Fonte: elaborado pelo autor

Assim, mediante aos fatos apresentados até o presente momento, nota-se que

a presenca de fragmentos de heterociclicos vém se tornando cada vez mais

recorrente e imprescindiveis na busca de novos candidatos a farmacos.
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2.1.1. Espiro-compostos

O primeiro composto espiro foi sintetizado em 1900, por Baeyer, descrito na
época como um hidrocarboneto biciclico (BAEYER, 1900). Desde entdo, o termo
espiro ciclico ou espiro composto € utilizado para descrever essa familia de
compostos que possui como principal caracteristica um atomo de carbono com
hibridizacao sp® fazendo parte simultaneamente de dois ciclos, conforme demonstra
a Figura 5. Devido a natureza tetraédrica do carbono espiro, os planos dos anéis sado

guase perpendiculares entre si (PRADHAN et al., 2006).

Figura 5 — Representagéo estrutural de um carbono espiro

Carbono espiro

Fonte: Elaborado pelo autor

Esses compostos sdo de recente interesse devido as suas interessantes
caracteristicas conformacionais e suas possiveis implicagdes estruturais para 0s
sistemas biologicos. A caracteristica assimétrica ocasionada pelo carbono espiro
(centro assimétrico), vém sendo relatado como um dos critérios importantes das
atividades  biolégicas. A retencdo de propriedades neurotdxicas da
Perhydrohistrionicotoxin, um analogo de um produto natural (-)-Histrionicotoxin, € uma
evidéncia clara do papel do carbono espiro na orientagcdo da atividade biologica
(TAKAHASHI; WITKOP; BROSSI, 1982).

Os compostos espiro representam uma classe importante de substancias de
ocorréncia natural e que sdo caracterizados por suas propriedades biolégicas
altamente pronunciadas. Sabe-se h4 muito tempo que a caracteristica espirociclica
esta presente em diversos fitoquimicos, tanto em alcaldides, lactonas ou terpendides.
Exemplos desses fitoquimicos com suas respectivas propriedades farmacolégicas

estao expostos na Tabela 1 a seguir.

22



Tabela 1 — Representacgéo estrutural, ocorréncia e propriedade farmacologica dos espiro-
compostos de ocorréncia natural

COMPOSTO OCORRENCIA PROPRIEDADE
FARMACOLOGICA

Pele de sapos da familia Potente receptor
Dendrobatidae, nicotinico
principalmente do
Dendrobates histrionicus,
(DALY et al., 1977).

Raizes da Horsfieldia
0O oy superba (arvore nativa da Analgésico
0 Malasia) (PAVLOVSKA et
N al. 2016).

Horsfiline

o 0
HN—Z -
2 : Fungos Aspergillus
fumigatus, pertencente a
familia Trichocomacceae
(STEVENS et al., 2005).

Anticancer

Ervas das espécies Agente neuroprotetor
Uncaira, principalmente
em Uncaria rhynchophylla
(CHOU et al., 2009).

Rhynchophylline

Nas ultimas trés décadas, 0s espiro-compostos receberam uma atencao
consideravel devido as suas diversas propriedades farmacoldgicas e terapéuticas.
Muitos deles, apresentam um grande espectro de atividades biolégicas e tém sido
empregados como moduladores de progesterona (FENSOME et al., 2008), anti-HIV
(KUMARI et al., 2011), anticancer (DING et al., 2005), antituberculose (VINTONYAK

et al., 2010), antimalarico (YEUNG et al., 2010), entre outros. Além dos seus usos

23



clinicos, alguns compostos possuem aplicabilidade em outros campos, podendo ser
utilizados nos campos agricola e industrial, como pesticidas, agentes antifungico,
dispositivos eletroluminescentes e corantes (KONOVALOVA; MASLIVETS, 2019;
SARASWAT et al., 2016).

Em uma pesquisa realizada por Carreira e Fessard (2014) sobre o niumero de
artigos relacionados a temética dos espiro-compostos (1964 — 2013), constatou-se 0
crescimento exponencial de publicacfes e uma relacdo direta desses compostos com
agentes bioativos. Neste estudo, foram também analisados dados referentes a
depositos de patentes de espiro-compostos, no qual foi observado que a maioria estéo
relacionados a industria farmacéutica, agroquimica ou a areas relacionadas a
doencas, como oncologia, distlrbios metabdlicos e anti-infecciosos.

No entanto, a formacédo de um composto espirociclico € um grande desafio
enfrentado pelos quimicos organicos sintéticos. Isso se da pelo requisito estrutural
caracteristico desses compostos, um carbono sp? fazendo parte simultaneamente de
dois anéis. Esta dificuldade, aos poucos, vem sendo eliminada pelos quimicos diante
da variedade de novas metodologias sintéticas que tém sido reportadas em recentes
revisbes (KHANNA et al., 2017; KONOVALOVA; MASLIVETS, 2019; ZIARANI;
MORADI; LASHGARI, 2016), onde muitas evidenciam que a aplicacao da irradiacao
de micro-ondas vem se tornando uma ferramenta indispensavel para a sintese de

NOVOS espiro-compostos.

2.1.1.1. Espiro-compostos derivados da isatina

A isatina (1H-indol-2,3-diona) (1a) (Figura 6) € um composto que foi isolado
pela primeira vez por Erdmann e Laurent, em 1840, como um produto de oxidacao do
indigo, usando acido nitrico e cromico (ERDMANN, 1841; LAURENT, 1840).

Figura 6 — Estrutura da isatina (1H-indol-2,3-diona)
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Na natureza, pode ser encontrada em folhas e raizes da Strobilanthes cusia
(Nees), onde, em 1840, foi isolada pela primeira vez a partir de plantas das espécies
Isatis tinctoria, Calanthe discolor e Couroupita guianesis. Essas plantas sao
abundantes no Norte e no centro da China, e possuem importancia étnica na
terapéutica tradicional (CHEN et al., 2012; KHAN; MAALIK, 2015). A isatina € também
encontrada em fungos, moluscos marinhos e em um dos componentes da secre¢ao
da glandula parétida de sapos do género Bufo (MATHUR; NAIN, 2014). Em humanos,
€ um composto endégeno metabdlito derivado da adrenalina, amplamente distribuido
em diversos tecidos e fluidos bioldgicos (GLOVER et al., 1988).

A utilizacdo da isatina como matéria prima para a sintese e descobrimento de
novos farmacos tem se tornado bastante promissor nos ultimos. Além do seu baixo
custo comercial, sua estrutura € passivel de grandes modificacées quimicas, onde é
possivel encontrar duas carbonilas (cetdnica e amidica) com reatividades distintas,
um anel aromatico que esta sujeito a reacdes de substituicdo eletrofilica aromatica,
principalmente nas posi¢cdes 5 e 7, e um nitrogénio amidico susceptivel a reacdes de
N-alquilacdo ou N-alcilacdo. Diante disso, seus derivados vém apresentando uma
ampla acdo em varios alvos bioldgicos, atribuindo um interessante espectro de
atividades para estes novos compostos (GABRIEL et al., 2011).

No cenario atual, a isatina constitui, talvez, a Unica classe de compostos
heterociclicos que tem sido empregada de maneira tdo extensiva no projeto e sintese
de estruturas espirociclicas. Esta aplicacdo esta diretamente associada a sua
carbonila cetbnica (C-3) altamente reativa, que também é um centro proquiral. Estes
espiro-compostos derivados da isatina vém despertando um enorme interesse dos
pesquisadores na area de quimica organica em todo mundo, isto porque, além da
ocorréncia em muitos produtos naturais, seus derivados sintéticos vém apresentando
interessantes atividades biologicas (SINGH; DESTA, 2012).

Em recentes esforcos para a descoberta de novas drogas com atividade
biolégica, uma parceria publico-privada identificou um novo espiro-composto
promissor derivado da isatina, onde € potencialmente eficaz contra uma gama de
espécies de Plasmodium (parasita causador da malaria) e que possui as propriedades
farmacocinéticas necessarias para se tornar um medicamento viavel. Denominado de

NITD609 (Figura 7), foi otimizado entre uma série de espiroindolonas e apresenta
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valores de concentracao inibitoria (Clso) de 0.5-1.4 nM contra cepas de Plasmodium
falciparum (protozoario causador da maléaria em humanos), além disso, os exames de
toxicidade padrdo indicaram um risco minimo de citotoxicidade, cardiotoxicidade e
genotoxicidade (TSE, 2010; YEUNG et al., 2010).

Figura 7 — Estrutura do NITD609

NITD609

Fonte: adaptado de Yeung e colaboradores, 2010

Quando administrado em camundongos infectados por Plasmodium berghei
(protozoario causador da malaria em roedores), em dose Unica de 100 mg/kg, os
roedores foram completamente curados. Fato esse que néo foi observado com doses
semelhantes dos medicamentos antimalaricos atuais (Artesunate, Artemether,
Chloroquine ou Mefloquine), os quais podem ser observados na Figura 8 (TSE, 2010;
YEUNG et al., 2010).

Figura 8 — Estrutura dos medicamentos antimalaricos atuais
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Fonte: Elaborado pelo autor

Em termos sintéticos, a mistura racémica que deu origem ao NITD609 foi

preparada a partir do indol substituido 17, o qual reagiu através de uma reacdo de
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Vilsmeir-Haack seguida de condensag¢do com o nitroeteno, fornecendo o nitroalceno
18. Em seguida, a reduc¢é&o do nitroalceno com hidreto de aluminio e litio, seguido da
condensacao com 5-cloroisatina, proporcionou o racemato 19. Os enantibmeros foram
separados por cromatografia quiral e diferenciados por rotacao 6ptica. Os reagentes
e as condicbes empregadas estdo expostas no Esquema 1 (YEUNG et al., 2010).

Esgquema 1 — Rota racémica para obtencéo das espiroindolonas
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Fonte: adaptado de Yeung e colaboradores, 2010

Em um outro estudo, dessa vez realizado por Sakhuja e colaboradores (2011),
relataram uma nova série de novos mono/bis espiro-compostos derivados da isatina
(espiro[indol-tiazolidinalespiro[indol-piran]) que foram sintetizados a partir de
derivados alquilados da isatina (N-(6-bromohexyl)indol-2,3-dione). Todos o0s
compostos sintetizados foram avaliados quanto as suas atividades antimicrobiana in
vitro contra trés bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e
Staphylococcus epidermis), quatro bactérias Gram-negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi e Klebsiella pneumonia), bem como
guatro fungos (Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus e Candida
albicans). Os bis-espiro-indois exibiram maior eficiéncia antibacteriana e antifingica
do que seus correspondentes mono-espiro-inddis. Entre todos 0s compostos
sintetizados, o Composto 20 (Figura 9) se destacou por apresentar maior inibicdo do
crescimento de todas as linhagens bacterianas e duas linhagens de fungos (A. niger

e C. albicans).
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Figura 9 — Espiro-composto derivado da isatina com atividade antibacteriana e antifingica

Composto 20

Fonte: adaptado de Sakhuja e colaboradores, 2011

A metodologia sintética empregada para a obtencdo do composto 20,
observada no Esquema 2, é caracterizada pelo autor como limpa e eficiente, tomando
como base as poucas etapas sintéticas acompanhadas de bons a excelentes
rendimentos, podendo ser utilizada como metodologia para sintese de outros espiros
de grande importancia bioldégica (SAKHUJA et al., 2011).

Esguema 2 — Rota sintética e rendimentos obtidos para obtencdo do Composto (20)
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Fonte: adaptado de Sakhuja e colaboradores (2011)
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Além das atividades mencionadas anteriormente, a presenca da estrutura
espirociclica em derivados da isatina vem se apresentando com enunciadas
atividades bioldgicas (Figura 10), tais como anti-inflamatéria e analgésica
(RAJANARENDAR et al., 2013), anticancer (ARUN et al., 2014) e anti-histaminico
(ARYA et al., 2012).

Figura 10 — Espiro-compostos derivados da isatina com propriedades farmacologicas
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Fonte: elaborado pelo autor

Tendo em vista 0 grande espectro de atividade biolégica que os espiro-
compostos derivados da isatina vém abrangendo, desde os alcaloides de origem
animal/vegetal até os novos compostos sintetizados em trabalhos recentes, a busca
por novas moléculas com propriedades farmacoldgicas mais enunciadas, que possam
ser obtidas em rotas sintéticas mais simples, continuam sendo objetivos da pesquisa

na area de Quimica Medicinal.

2.1.2. Tiadiazol

O tiadiazol € um composto heterociclico que apresenta dois atomos de
nitrogénio e um atomo de enxofre como parte do anel aromatico de cinco membros,
podendo ser encontrado em quatro formas isoméricas 1,2,3-tiadiazol, 1,2,4-tiadiazol,
1,2,5-tiadiazol e 1,3,4-tiadiazol (Figura 11) (SERBAN, 2019).
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Figura 11 — Isdmeros do heterociclo tiadiazol
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Fonte: adaptado de Serban, 2019

Dentre os quatros isébmeros, os derivados do 1,3,4-tiadiazol se destacam
devido ao seu amplo espectro de atividade farmacolégica (Figura 12), incluindo
antimicrobiana (YAN et al.,, 2019), anti-inflamatéria (CRISTINA et al., 2018),
antitumoral (NASSAR; ATT-ALLAH; HEMDAN, 2018), antioxidante (AHMAD et al.,
2019), antituberculose (SEKHAR et al., 2019), antiviral (BRAI et al., 2018),
antileishmanicida (ER et al., 2019), entre outras. A natureza mesoidnica destes
heterociclos, permitem que estes compostos tenham fortes interacbes com
biomoléculas (DNA, proteinas). Apesar de suas cargas internas, 0S COmMpOsStos
mesoidnicos possuem carga liquida neutra, fazendo com que cruzem as membranas
celulares com uma maior facilidade e interajam com alvos bioldégicos com
propriedades distintas, fato este que ocasiona uma boa permeabilidade celular dos
derivados do 1,3,4-tiadiazol (LI et al., 2013).

Figura 12 — Compostos heterociclicos contendo o esqueleto 1,3,4-tiadiazol
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Fonte: elaborado pelo autor
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Atualmente, é possivel encontrar entre os medicamentos comercializados
alguns que contém em sua estrutura o esqueleto do 1,3,4-tiadiazol. A Acetazolamida
e Metazolamida s&o potentes inibidores da anidrase carbonica (utilizados no
tratamento do glaucoma), o Megazol € um agente anti-tripanossoma utilizado no
tratamento da doenca de Chagas e o Sulfametizol possui atividade antimicrobiana.
Cefazolina e Cefazedona pertencem a primeira geracéo da familia das cefalosporinas,
agentes antimicrobianos (Figura 13).

Figura 13 — Farmacos comercializados contendo o esqueleto 1,3,4-tiadiazol
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Fonte: Elaborado pelo autor

Varias estratégias de sintese vém sendo desenvolvidas visando a construcao
dos derivados de 1,3,4-tiadiazois. Geralmente, esses derivados sdo obtidos em rotas
simples através da ciclizacédo de acilidrazinas (ARYANASAB; HALIMEHJANI; SAIDI,
2010), ditiocarbazatos (AL-OMAIR; SAYED; YOUSSEF, 2015), tiossemicarbazidas
(YUAN et al., 2018), tiossemicarbazonas (GURUNANJAPPA; KARIYAPPA, 2016) ou
transformacao de 1,3,4-oxadiazois (LINGANNA; RAI, 1998) (Figura 14).
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Figura 14 — Estratégias de preparacéo dos derivados de 1,3,4-tiadiazéis
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Fonte: Elaborado pelo autor

A grande versatilidade sintética para obtencéao de derivados de 1,3,4-tiadiazois,
associada aos mais variados tipos de atividade biolégica que esses compostos
apresentam, vem estabelecendo esse heterociclo como promissor na descoberta de

novas drogas com potencial atividade biolégica (KAUR, 2017).

2.1.2. Uso da irradiacdo de micro-ondas em sintese organica

A ideia de que a irradiacdo de micro-ondas poderia ser utilizada como método
de aquecimento foi descoberta acidentalmente em 1956, por Spencer, ao perceber
gue uma barra de chocolate que estava em seu bolso estava derretida apds a
exposicdo a radiacdo de micro-ondas. Logo, Spencer desenvolveu rapidamente a
ideia e, no ano seguinte (1957), projetou o primeiro forno de micro-ondas para uso
doméstico (OSEPCHUK, 2009).

Quatro décadas mais tarde, comecaram 0s primeiros ensaios de sintese
guimica assistida por radiacdo de micro-ondas. Em 1986, Gedye e Guiguerre

utilizaram um micro-ondas doméstico para realizar as primeiras reagdes de sintese,
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sem qualquer controle de temperatura ou pressédo, onde descobriram que certas
reacdes poderiam funcionar mil vezes mais rapido quando a radiacédo de micro-ondas
substituia a fonte de aquecimento convencional (GEDYE et al., 1986; GIGUERRE et
al., 1986).

Ja na década de 90, comecaram a surgir 0s primeiros reatores de micro-ondas
com uso especifico de laboratorio, onde o controle de todos os parametros reacionais,
tais como pressao, temperatura e poténcia, permitiram uma maior reprodutibilidade e
seguranca nos experimentos realizados (SOUZA; MIRANDA, 2011).

Geralmente, as reacfes quimicas que sdo aquecidas através de uma fonte
externa de calor (banho de 6leo ou manta de aquecimento), sdo dependentes de
processos de convecc¢do e conducédo do calor e da condutividade térmica de diferentes
materiais por onde o calor tem de penetrar, tornando o processo de aquecimento lento,
onde muitas vezes a temperatura do vaso reacional é superior a da mistura reacional.

Ja a utilizacdo de micro-ondas proporciona um aquecimento mais eficiente, na
gual as moléculas polares na mistura reacional absorvem diretamente essa radiacao
convertendo-a em calor através de dois mecanismos principais: polarizacéo dipolar e
conducdo ibnica. No primeiro caso, estd relacionado com o alinhamento das
moléculas com o campo elétrico aplicado. Apds a remocao desse campo, as
moléculas voltam a um estado desordenado e a energia que foi absorvida € dissipada
em forma de calor (LIDSTROM et al., 2001). No campo elétrico com frequéncia de
2,45 GHZ ha uma oscilacdo de cerca de 4,9 x 10° vezes por segundo, ocorrendo um
pronto aquecimento das moléculas (SANSEVERINO, 2002).

No segundo caso, 0s ions presentes no meio reacional se movem dentro da
solucdo com base na orientacdo do campo elétrico aplicado, ocasionando um
aumento da temperatura do meio devido ao movimento de friccdo e colisdo das
espécies envolvidas (PERREUX; LOUPY, 2001).

Geralmente, moléculas polares absorvem bem a energia de micro-ondas (agua,
acetonitrila, etanol), no entanto, moléculas menos polares (hidrocarbonetos alifaticos
ou aromaticos) ou moléculas com momento de dipolo nulo (CCls, CO2) absorvem
micro-ondas mais fracamente.

Esta tecnologia vem demonstrando muitas vantagens em varias areas da

guimica, desde o desenvolvimento de novas metodologias sintéticas até a aplicacéo
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em processos industriais (LA HOZ; DIAZ-ORTIZ; PRIETO, 2015). Dentre as principais

vantagens, podemos destacar:

v

Temperaturas reacionais mais elevadas mediante a combinagcédo da radiagéo
de micro-ondas com a utilizac&o de vasos fechados;

Tempo reacional reduzido, rendimentos elevados, diminuicdo de co-produtos,
facilitando os processos de purificagéo;

Utilizacdo de solventes de baixo ponto de ebulicdo em vasos fechados sobre
pressao e temperaturas elevadas (acima do ponto de ebulicdo do solvente);
Possibilidade da utilizagdo de catalisadores que absorvem fortemente a
radiacao;

Possibilidade da néo utilizagdo de solventes;

Monitoramento on-line da temperatura e pressao, permitindo uma maior

reprodutibilidade;

Comprovadamente, além das inUmeras diferentes possibilidades de reacdes,

h& diversos relatos na literatura cientifica da utilizacdo da irradiagcdo de micro-ondas

em sintese organica, com consideravel diminuicdo do tempo reacional e melhorias

nos rendimentos, comparados as metodologias que empregam reacdes a temperatura

ambiente ou aquecimento convencional. Demirci e colaboradores (2017) prepararam

novos 1,3,4-tiadiazdis (15a-b) com tempos reacionais de 120 minutos em

aguecimento convencional. Sob irradiacdo de micro-ondas a 70 °C e empregando os

mesmos substratos, foi possivel obter os produtos com rendimentos melhorados em

apenas 8 minutos de reacao (Tabela 2).
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Tabela 2 — Dados de tempo e rendimento de obtencdo dos derivados de 1,3,4-tiadiazol com

técnicas de irradiagdo de micro-ondas e aquecimento tradicional

s. R
N—NH

F HN—-NH R
/N H,SO /N H
Ot e Ol s
\__/ v nd
N/N
13a: -CH,CgHs5
13b: -CgHs
Composto Método Temp. (°C) Tempo (min) Rendimento
(%)
13a Refluxo 70 120 78
13a Micro-ondas 70 8 97
13b Refluxo 70 120 67
13b Micro-ondas 70 8 97

Em 2012, Panda e Jain adotaram uma metodologia rapida, eficiente e
ecologicamente correta para obtencdo de novos espiros derivados da isatina,
utilizando agua como solvente. As vantagens abordadas pelo autor sao varias, dentre
elas podemos destacar a ndo exigéncia de um catalisador ou reagente adicional, meio
reacional ndo inflamavel, alto rendimento, facilidade no isolamento e baixa ou
nenhuma geracdo de residuos. As reacbes que foram realizadas utilizando
aguecimento convencional tiveram seus tempos reacionais de 4 a 5 horas de duracéo.
Ao utilizar a irradiacdo de micro-ondas com 0os mesmos substratos, esse tempo foi
reduzido para 5 minutos (PANDA; JAIN, 2012) (Esquema 3).

Esquema 3 — Esquema reacional para a obtenc&o dos espiros derivados da isatina

R
‘N
R, / HSCH,COOH R1\©f§i_R
- o)
O f
N H,0 N
H H

CHs
N ~o N ch N
R= C[ Y CCN : T\«N@ ; CoHls-; 4-F-Cahy- ; 4-CH30-CoHar
e S N P
H 0

R1 = H, F, CH3

Fonte: adaptado de Panda e Jain (2012)
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Com base no exposto, observa-se o crescente interesse em moléculas que
possuam em sua estrutura fragmentos de heterociclos os quais fazem parte da
maioria das moléculas biologicamente ativas, inclusive em medicamentos ja
comercializados. Observa-se também que a utilizacdo da tecnologia de micro-ondas
vem se tornando essencial para obtencao destes compostos, diminuindo ndo somente
0s tempos reacionais, como também contribuindo para reducdo no tempo de
desenvolvimento de uma droga, sendo de grande beneficio na construcao de novas
bibliotecas de compostos para posterior avaliacdo em alvos biolégicos e estudos da

relacdo estrutura-atividade (REA).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Este trabalho teve como objetivo a sintese assistida por micro-ondas de novos
espiros 1,3,4-tiadiazois derivados da isatina, investigacao in silico das propriedades
farmacocinéticas e toxicoldgicas e investigacdo preliminar in vitro das atividades

antimicrobiana e anticancer.

3.2. Objetivos Especificos

e Sintetizar e caracterizar derivados da isatina clorados e N-alquilados (1b — 1h;
1j — 1I) a partir de reagdes de substituicdo eletrofilica aromatica e substituicao
nucleofilica em carbono saturado, respectivamente;

e Sintetizar e caracterizar 12 tiossemicarbazonas (2a — 2l), sendo 4 delas
inéditas, a partir da reacdo de condensacéao entre a isatina e derivados (la —
11) e a tiossemicarbazida, utilizando irradiacdo de micro-ondas;

e Sintetizar e caracterizar 12 espiros 1,3,4-tiadiazois (3a — 3l), sendo 9 deles
inéditos, a partir de reacdo de ciclizacdo da tiossemicarbazona derivada da
isatina, utilizando irradiacdo de micro-ondas;

e Avaliar o potencial teérico das propriedades farmacocinéticas e toxicologicas
dos espiros 1,3,4-tiadiazdis (3a — 3l) através de estudo in silico;

e Avaliar os espiros 1,3,4-tiadiazéis derivados da isatina (3a — 3l) frente as

atividades antimicrobiana e anticancer (in vitro).
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4. ESTRATEGIA

A obtencdo de moléculas funcionais com potencias bioatividades através de
curtas rotas sintéticas € uma tarefa importante na quimica organica sintética e
medicinal. Tendo em vista o importante papel que os compostos heterociclicos
desempenham na Quimica Medicinal, com destaque para a isatina que vem servindo
como bloco de construcdo (em inglés, building block) para descoberta de novas
moléculas com potencial atividade bioldgica, a estratégia de trabalho inicial consiste
na preparagdo de 12 espiros 1,3,4-tiadiaz6is derivados da isatina, mostrados na

Figura 15, usando reator de micro-ondas como fonte de aquecimento.

Figura 15 — Espiros 1,3,4-tiadiazdis derivados da isatina propostos nesse trabalho
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O planejamento sintético consiste inicialmente em utilizar a isatina 1a como
material de partida para a sintese de seu derivado diclorado 1b. Para isto, inicialmente
sera realizada reacdo de substituicdo eletrofilica aromética de cloracéo na isatina 1a,
empregando &cido tricloroisocianarico (ATCIl) em meio de H>SOs (Esquema 4),
seguindo protocolo estabelecido na literatura (DA SILVA, 2010). A insercédo de
halogénios na por¢do aromatica possui como objetivo a formacdo de uma analogo
com melhores caracteristicas de absor¢do em membranas lipidicas, por tornar a
estrutura mais lipofilica e menos hidrossollavel, aumentando assim a sua atividade
biolégica (CHIMENTO et al., 2019). Na literatura, facilmente é possivel encontrar
recentes trabalhos no qual derivados halogenados possuem propriedades
farmacoldgicas superiores aos mesmos compostos nao halogenados (AHMED et al.,
2019; VAMISETTI et al., 2019).

Em seguida, a isatina la e bromo isatina 1li (obtidos comercialmente),
juntamente com o derivado diclorado 1b (obtido anteriormente), serdo submetidos a
reacdes de N-alquilacdo utilizando iodeto de metila, brometo de alila e cloreto de
benzila, para obtencdo dos compostos (1c—1h; 1j-1l), seguindo protocolos
estabelecidos na literatura (MARTINEZ; FERREIRA, 2017; GARDEN; TORRES;
PINTO, 2000). O principal objetivo desta etapa consiste investigar a influéncia da
lipofilicidade nos resultados biologicos. Sabe-se que um alto valor deste parametro,
resulta em uma baixa solubilidade, podendo ocasionar uma maior probabilidade do
composto apresentar toxicidade in vivo e também uma desordenada interagao in vitro
da droga-receptor. Por outro lado, valores baixos de lipofilicidade implicard em
propriedades ADMET (absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecédo e toxicidade)
ruins (VOET; VOET, 2013; TESTA et al., 2000).

O Esquema 4 apresenta o caminho sintético adotado como estratégia para a

obtencao dos derivados da isatina.

39



Esquema 4 — Esquema reacional para a sintese dos derivados da isatina 1a-1l

_ATCIH,80, [ 1] 1c: = CH,
O 1d: R1 CsHs
0°C [2] 1e: R;=C;H;
Isatina (1a)
(1]
[2]
O
1f: R;=CH,
O 1g R1 =C3H5
N 1h: R1 =C7H7
R;
O O
Br (11 Br 1j: R;=CH,
O T’ O 1k: R1=C3H5
N [2] N 1: Ry =C;H,
. .H . R4
bromo isatina (1i)
[1]K,CO3, DMF, t.a.
[ 2] CHjl ou C3HsBr ou C,H,CI

Na sequéncia, os derivados da isatina, incluindo a prépria isatina la, serao
utilizados como materiais de partida, juntamente com a tiossemicarbazida, para a
sintese das tiossemicarbazonas (2a — 2l). Esses compostos serdo obtidos via
condensacao equimolar em meio alcodlico sob condicbes de radiagcdo de micro-

ondas, conforme esquema 5 (SILVA, 2018).

Esguema 5 — Esquema reacional para a sintese das tiossemicarbazonas
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R1= C3H5; R2=Br; R3= H,
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A etapa sintética final envolve a obtencdo de novos espiros 1,3,4-tiadiazois (3a
— 3l), sob presenca de anidrido acético e radiacdo micro-ondas como fonte de
aquecimento (Esquema 6). A reacdo ocorre através da acetilacdo seguida da
ciclizacdo das tiossemicarbazonas sintetizadas (2a — 2I), com protocolo inicialmente
adaptado de Somogyi (1993), Vahedi e colaboradores (2012), Mamun e
colaboradores (2010).

Esquema 6 — Esquema reacional para a sintese dos espiros 1,3,4-tiadiazoéis

R1= R2= R3= H,

R1= H, R2=R3=C|;

R1= CHs, R2=R3=C|;
R1= C3H5; R2=R3=C|;
R1= C7H7; R2=R3=C|;
R1= CH3, R2=R3= H;
R4= C3Hs; Ry=R3=H;
R1= C7H7; R2=R3=H;
R1=H; Ry=Br; Rz=H;
R1= CH3, R2=Br; R3= H,
R1= C3H5; R2=Br; R3= H,
R1= C7H7; R2=Br; R3= H,
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tiossemicarbazonas espiros 1,3,4-tiadiazéis
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Todos os compostos sintetizados serdo caracterizados por meio das técnicas
espectroscopicas de RMN H e 13C, sendo realizadas no Laboratério Multiusuario de
Caracterizacdo Analitica da Universidade Federal da Paraiba.

Os compostos finais também passardao por um estudo (in silico), utilizando o
programa SwissADME (disponivel gratuitamente em http://www.swissadme.ch/) e
seguindo os requisitos da Regra dos Cinco de Lipinski que avalia a probabilidade de
uma substancia ser um bom candidato a farmaco por via oral. Neste estudo, sao
avaliados parametros de massa molecular, nimero de aceptores de hidrogénio,
numero de doadores de hidrogénio, logP, refratividade molar.

Também reportamos o uso do programa Osiris Property Explorer (disponivel
gratuitamente em https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/) que permite desenhar
as estruturas quimicas e prever (in silico) a toxicidade do composto sintetizado,
obtendo resultados a partir de comparac6es da molécula em estudo com um banco
de dados de fragmentos estruturais presentes em farmacos de uso clinico.

A avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana e anticancer (in vitro) dos
compostos sera realizada em colaboragcdo com a professora Dra. Edeltrudes de
Oliveira Lima (Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPB) e a professora
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Dra. Gardenia Carmen Gadelha Militdo (Departamento de Fisiologia e Farmacologia

da UFPE), respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese dos derivados da isatina (1b - 1h; 1j - 1I)

A primeira etapa do trabalho consistiu na sintese da 5,7-dicloroisatina. Partindo

da isatina comercial (1a), utilizou-se o &cido tricloroisocianurico (ATCI) juntamente

com o &cido sulfurico (H2S04), afim de realizar uma reacéo de substituicdo eletrofilica

no anel aromético presente na isatina (Esquema 4). A formacdo do produto foi

acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD), na qual foi possivel

verificar o consumo total da isatina apds 30 minutos de reag¢do. O produto desta

sintese consistiu em um soélido amarelado e apresentou rendimento de 89%,

levemente superior ao obtido por Da Silva e colaboradores (2010).

O mecanismo da reacao é descrito no Esquema 7 e propde-se a formacgéo de

uma espécie supereletrofilica, onde o ATCI aparece poliprotonado, promovendo a

transferéncia de “Cl*” para o nucleo aromatico da isatina de forma mais eficiente
devido ao alivio da repulsédo carga-carga (MENDONCA et al., 2005; DA SILVA et al.,

2010). No caso da isatina, as posicoes do C-5 e C-7, orto e para em relacdo ao

nitrogénio do heterociclo, sdo as mais favorecidas neste tipo de reacéo.

Esguema 7 — Mecanismo de sintese da 5,7-dicloroisatina
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Fonte: adaptado de MENDONCA et al., 2005; DA SILVA et al., 2010
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Posteriormente, a isatina (1a), 5,7-dicloroisatina (1b) e a bromo isatina (1i),
foram submetidas a reacdo de N-alquilacdo via mecanismo de substituicdo
nucleofilica bimolecular (Sn2), seguindo a metodologia ja citada anteriormente
(MARTINEZ; FERREIRA, 2017; GARDEN; TORRES; PINTO, 2000). Utilizou-se como
agentes alquilantes o iodeto de metila, brometo de alila e cloreto de benzila,
juntamente com um solvente polar aprético (DMF) e uma base fraca (K2COg)
(Esquema 4). As reacfes foram realizadas em temperatura ambiente e foi possivel
observar através de CCD, o consumo total dos substratos (1a; 1b; 1i) e a formacédo
dos produtos desejados apds 120 minutos de reacao.

Estudos apontam que, a escolha do sistema K>COsz-DMF em reacdes de N-
alquilacdo da isatina, vem apresentando rendimentos superiores quando comparado
a outros sistemas base-solvente. Isso pode ser atribuido a dois fatores: devido a maior
polaridade do solvente que permite uma solvatacdo mais efetiva do cation presente
no meio reacional e também a forca da base utilizada (fraca), visto que a utilizacéo de
bases muito mais fortes levardo a reacéo de substituicdo entre o agente alquilante e
0 ion hidroxido (CHEN et al., 2011). A Tabela 3 apresenta os derivados da isatina

alquilados sintetizados com os seus respectivos rendimentos.

Tabela 3 — Rendimentos isolados para a obtencéo dos derivados de isatina N-alquilados

Produto R1 R2 Rs Rendimento

(%)
1c CHs Cl Cl 81
1d CsHs Cl Cl 62
le C7H7 Cl Cl 78
1f CHs H H 93
19 CsHs H H 79
1h C7H7 H H 87
1 CHs Br H 87
1k CsHs Br H 71
1l C7H7 Br H 82

Todos os derivados obtidos apés as alquilacdes apresentaram moderados a
bons rendimentos, com destaque para os derivados metilados (1c, 1f e 1j), onde foram
obtidos os melhores rendimentos reacionais (81%, 93% e 87%). Mesmo com a total

conversdo dos substratos utilizados, a ndo obtencdo de melhores rendimentos esta
44



diretamente associado a escolha do solvente (DMF). Sua alta polaridade associado
ao seu alto ponto de ebulicdo, se torna um empecilho na hora de purificacdo dos
produtos. Vale salientar que outros solventes polares aproticos também foram
testados (THF, acetonitrila) com objetivo de contornar este problema, mas nao se
observou a converséo total do material de partida mesmo apés dois dias de reacéo.

5.2. Sintese das tiossemicarbazonas derivadas da isatina (2a - 2I)

Para a sintese das tiossemicarbazonas (2a - 2I), foi realizada uma reacao de
condensacao envolvendo uma amina primaria (tiossemicarbazida) e a carbonila
cetdnica presente nos derivados da isatina, promovendo a formacéo de uma imina e
liberacdo de agua.

As reag0Oes foram realizadas em meio neutro, utilizando apenas metanol como
solvente e irradiacdo de micro-ondas na temperatura de 100 °C, em que oS
parametros reacionais utilizados foram previamente otimizados por Silva (2018). O
consumo total dos derivados da isatina e da propria isatina, foi acompanhado por CCD
em ciclos de 15 minutos. Apos o término das reacdes, verificou-se a conversao total
do material de partida e a formacéo de precipitados de coloragcdo amarela, indicando
a formacéo das tiossemicarbazonas. Os produtos foram filtrados a presséo reduzida,
em funil de Blchner, e lavados com metanol gelado. N&o se fez a utilizac&do de catalise
acida para a obtencéo dos produtos, tendo em vista que alguns autores afirmam que
a utilizacdo do acido néo seria uma condicdo indispensavel para a obtencdo dessas
moléculas (AFRASIABI et al., 2003; CHIYANZU et al., 2003; SHAILENDRA et al.,
2003). As condicbes reacionais e o0s rendimentos para a obtencdo das

tiossemicarbazonas podem ser observados na Tabela 4.

45



Tabela 4 — Rendimentos e tempos reacionais para obtencéo de 2a - 2|

HZN\/é S
5 HN\N
R 5 $ MeOH Re / o
N + HZN‘”)LNHZ Micro-ondas, 100°VC N
R; R R, Ri
Derivados da isatina Tiossemicarbazida Tiossemicarbonas
1a -1l 2a-2|
Entrada Produto R R2 Rs Tempo Rendimento

(min) (%)
1 2a H H H 45 67
2 2b H Cl Cl 45 51
3 2C CHs Cl Cl 30 63
4 2d CsHs Cl Cl 30 53
5 2e C7Hz7 Cl Cl 30 57
6 2f CHs H H 30 75
7 29 CsHs H H 30 64
8 2h C7H7 H H 30 87
9 2i H Br H 30 77
10 2] CHs Br H 45 88
11 2k CsHs Br H 45 73
12 2l C7H7 Br H 45 81

Pode-se observar que os parametros empregados para obtencdo das
tiossemicarbazonas se mostraram satisfatorios, formando produtos em tempos
reacionais que variaram de 30 a 45 minutos e rendimentos moderados (51 - 88%),
nao havendo formacao de co-produtos. Uma provavel explicacdo para a ndo obtencéo
de melhores rendimentos esta na escolha do solvente. A alta polaridade do metanol,
utilizado no processo de obtencédo dos produtos, faz com que o rendimento obtido

apos a filtragem do precipitado seja menor do que o esperado, tendo em vista que o
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metanol solubiliza uma parte do produto. Uma saida simples é tentar investigar a
reacdo utilizando um alcool menos polar.

Utilizando a isatina 1a como padréo para o melhor esclarecimento da formagao
das tiossemicarbazonas, no Esquema 8 esta detalhado o mecanismo proposto. Na
primeira etapa do mecanismo para formacéo da tiossemicarbazona (2a) (imina), a
carbonila presente na isatina (1a) sofre um ataque nucleofilico da amina presente na
tiossemicarbazida (i). Logo em sequéncia, ocorrem duas transferéncias de prétons
até a formacédo de uma carbinolamina (2i). Posteriormente, ocorre a protonacédo da
hidroxila convertendo-se assim em um excelente grupo de saida (H,O). Logo, ocorre
a perda do grupo de saida para a formacédo da ligacdo C=N. Por fim, o intermediario
(2ii) é desprotonado gerando uma imina (2a).

Esguema 8 — Mecanismo para obtencéo das tiossemicarbazonas em solucdo neutra

MeOy MeO:
i NH, Ty H O NH H

<O _H,

H
. H ol N .
(%///’—\\NHZ g % -jg 3 -jg
HN MeOH
o + \fs _ o) eSS — e} = o)
N N N N
H H H H

Fonte: adaptado de Bruice, 2006.

Todas as tiossemicarbazonas sintetizadas no presente trabalho foram
caracterizadas por técnicas espectroscopicas (RMN de 'H e 3C) e seus dados
espectroscopicos foram confirmados na literatura, isto com a finalidade de serem
utilizadas posteriormente na sintese dos espiro-compostos.

Levando em consideracdo a semelhanca das tiossemicarbazonas sintetizadas
e a manutencdo dos sinais nos espectros de RMN (*H e 13C), sera apresentada uma
andlise de RMN !H da tiosemicarbazona inédita (2c), cujo o espectro é apresentado

na Figura 16.
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Cl

Figura 16 — Espectro de RMN *H (DMSO-d6, 400 MHz) de 2c
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Ao analisar o espectro de RMN H, é possivel constatar a formacéo do produto
da

tiossemicarbazona (2c), além da quantidade exata de hidrogénios presentes na

desejado, devido ao aparecimento dos trés sinais caracteristicos
molécula. A presenca de um singleto em 12,17 ppm correspondente ao hidrogénio
tioamidico (Hs) que, por apresentar atomos eletronegativos ao seu redor, tem sua
densidade eletronica reduzida, tornando-o mais desblindado (PAVIA et al., 2012).
Esse efeito € menos pronunciado no caso dos hidrogénios Hs e Hs” da molécula, onde
aparecem como dois sinais ndo equivalentes em 9,21 e 8,93 ppm. Isso € ocasionado
devido a ressonancia entre o par de elétrons ndo compartilhados no nitrogénio e o
enxofre, deixando a rotacdo da ligacdo C-NH: restrita, tornando os hidrogénios
diastereotdpicos (PAVIA et al., 2012; TENORIO et al., 2005).

Os hidrogénios da regido aromatica (H2 e Hz) apresentaram dois dubletos entre
7,84 e 7,57 ppm, e ambos com constante de acoplamento de J = 2,1 Hz,
correspondente ao acoplamento meta que ocorre entre eles. O singleto em 3,39 ppm
corresponde aos hidrogénios metilicos (Hi), mais desblindados por estarem mais

préximos do nitrogénio amidico e quase se sobrepondo ao sinal da agua presente no
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DMSO-d6. Nota-se a presenca de agua (singleto em 3,43 ppm) e acetato de etila
residuais (CsHgO2) (CH2CHs- tripleto em 1,17 ppm, CH3CO- singleto em 1,99 ppm e
CH,CH3- quarteto em 4,03 ppm), oriundos do processo de purificacdo, onde 0s
respectivos deslocamentos quimicos foram confirmados por Fulmer e colaboradores
(2010).

Figura 17 — Espectro de RMN *C-APT (DMSO0-d6, 100 MHz) de 2c
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A Figura 17 apresenta o espectro de RMN 3C — APT obtido para a mesma
tiossemicarbazona (2c). Uma analise mais detalhada do espectro permite verificar a
presenca do carbono tioamidico C=S (j) em 179,24 ppm e o carbono amidico C=0 (b)
em 161,27 ppm na regido mais desblindada do espectro, devido ao ambiente quimico
mais rico em atomos eletronegativos, em comparacdo aos demais carbonos.
Contemplando os valores de deslocamentos quimicos de carbonos do anel aromatico
gue variam de 110 a 175 ppm (PAVIA et al., 2012), pode-se observar dois sinais
voltados para baixo no espectro, em 119,85 e 131,59 ppm, estando correlacionados

aos unicos carbonos hidrogenados (e) e (g).
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Os deslocamentos quimicos revelados na faixa de 138,34 a 116,62 ppm sao
correspondentes aos carbonos ndo hidrogenados do anel aromatico (h, c, d, f) e
também ao carbono iminico (i), onde ambos estdo de acordo com tabelas de
correlagdo (PAVIA et al.,, 2012). Para uma maior precisao na caracterizagao dos
carbonos quaternarios, é necessario um experimento de correlacdo heteronuclear
indireta HSBC.

Verifica-se também a presenca de acetato de etila residual e os sinais
referentes a este contaminante ndo foram destacados na figura. A presenca deste
solvente foi confirmada utilizando como base os valores de deslocamento quimico
reportados por Fulmer e colaboradores (2010).

As demais tiossemicarbazonas também foram caracterizadas por
espectroscopia de RMN de 'H e '°C para a confirmacdo da estrutura, seus dados
espectroscopicos podem ser observados na Secao 7, referente a Parte Experimental

e seus espectros encontram-se na sec¢ao de Espectros ao final do trabalho.

5.3. Sintese dos novos espiros 1,3,4-tiadiazdis derivados daisatina (3a - 3l)

Poucos protocolos sintéticos sdo descritos na literatura para a obtencédo de
espiros 1,3,4-tiadiazois derivados da isatina. Comumente é uma reacao que utiliza a
tiossemicarbazona derivada da isatina e excesso de anidrido acético. Os tempos
reacionais variam de 1,25 a 4 horas em aguecimento convencional (SOMOGYI, 1993;
KAUR et al., 2010; VAHEDI et al., 2012) e de 3 a 4 minutos utilizando um forno de
micro-ondas domeéstico adaptado (MAMUN et al., 2010).

Ciente disso, submetemos as trés primeiras reacdes de preparacdo do espiro
1,3,4-tiadiazol (3a) sob condi¢bes de irradiacdo de micro-ondas (Tabela 5), variando
apenas a temperatura e avaliando por CCD (em ciclos de 6 minutos), o tempo minimo
requerido para que houvesse 0 consumo total da tiossemicarbazona (2a). Como todos
0s protocolos sintéticos descritos na literatura, até presente momento, utilizam um

excesso de anidrido acético, utilizou-se em todas as entradas 3,5 mL do mesmao.
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Tabela 5 — Investigacao do parametro temperatura para a sintese de 3a

HZN\f s y
N
D S .
/ )kok S \<
] - O
N Micro-ondas N
H H
tiossemicarbazona (2a) espiro 1,3,4-tiadiazol (3a)
Entrada? Temperatura Tempo (min)® Rendimento
(°C) (%)°
1 80 18 85
2 100 12 87
3 120 6 82

@ Reacdes usando 0,5 mmol da tiossemicarbazona (2a) e 3,5 mL de anidrido acético; b ciclos de 6 minutos
acompanhado por CCD; ¢ rendimento isolado.

Com base nos resultados obtidos na preparacéo do espiro 1,3,4-tiadiazol (3a),
podemos observar que o aumento da temperatura no reator de micro-ondas diminuiu
gradativamente o tempo reacional. Observou-se também a conversao total do material
de partida e a formacdo dos mesmos produtos, independente da temperatura
utilizada, apresentando os mesmos valores de Rr correspondentes a placa de CCD.

Levando-se em consideracdo que os artigos utilizados como referéncia néo
detalham aspectos sintéticos como, por exemplo, a possivel formacao de co-produtos
e aspectos relacionados a purificacdo dos produtos desejados, procedemos a sintese
dos demais espiros utilizando irradiacdo de micro-ondas a 120 °C. ApGs a purificacéo
dos produtos, os resultados dos procedimentos reacionais foram apresentados na
Tabela 6.
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Tabela 6 — Dados experimentais obtidos na obtencéo dos espiros 1,3,4-tiadiazéis derivados

da isatina (3a-3l)

' N
N B G =
)kok o} N\<

/ S
R2 Anidrido acético Ry
(0] > (0]
N Micro-ondas, 120 °C N

R; R R, R4
tiossemicarbazonas espiros 1,3,4-tiadiazois
2a-2I 3a-3l
Entrada® Produto R R2 Rs Tempo Rendimento
(min)® (%)°

1 3a H H H 6 82
2 3b H Cl Cl 6 36
3 3c CHs Cl Cl 6 88
4 3d CsHs Cl Cl 6 81
5 3e C7Hz7 Cl Cl 6 65
6 3f CHs H H 6 62
7 39 CsHs H H 6 70
8 3h CiH7 H H 6 90
9 3i H Br H 6 25
10 3j CHs Br H 18 57
11 3k CsHs Br 18 61
12 3l C7H7 Br H 18 65

a Reacdes usando 0,5 mmol da tiossemicarbazona (2a) e 3,5 mL de anidrido acético; b ciclos de 6 minutos
acompanhado por CCD; ° rendimento isolado.

Analisando a série dos espiros 1,3,4-tiadiazéis ndo N-substituidos (3a, 3b, 3i),
pode-se observar, com excecdo da molécula 3a, que todas apresentaram um
rendimento baixo frente as outras moléculas (3b, 36%; 3i, 25%). Um fator consideravel
para a explicacdo desse baixo rendimento consiste na presenca de halogénios na
porcdo aromatica da isatina que pode facilitar a acetilacdo do nitrogénio amidico
levando a uma maior quantidade de co-produtos no meio reacional. Este empecilho

ocasiona uma maior dificuldade na separacédo dos componentes presentes na mistura
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por coluna cromatografica. Ja com as moléculas N-substituidas, os rendimentos foram
satisfatorios, obtendo um rendimento maximo de 90% para o espiro 1,3,4-tiadiazol 3h.

O Esquema 9 mostra a proposta mecanistica para obtencao do espiro 1,3,4-
tiadiazol derivado da isatina (3f) adaptado de Kubota e colaboradores, 1980. A
primeira etapa envolve o ataque nucleofilico da amina primaria presente na
tiossemicarbazona metilada (2f) ao carbono da carbonila do anidrido acético,
formando um intermediario tetraédrico (2i). Em seguida, o ion acetato que se encontra
presente em equilibrio reacional, abstrai um hidrogénio do cation aménio presente em
2i. Na sequéncia, a carbonila é restaurada devido a perda do grupo de saida, o ion
acetato, formando 2ii. Outro ataque nucleofilico acontece, desta vez, envolvendo o
par de elétrons presente no nitrogénio da imina do composto 2ii, formando um
intermediario tetraédrico (2iii). Novamente a carbonila € restaurada por perda de um
grupo de saida, o ion acetato, dando origem ao composto 2iv. Por fim, na etapa final,
ocorre uma abstracao de hidrogénio presente no atomo de nitrogénio pelo ion acetato,
ocorrendo um rearranjo que favorece a ciclizacdo e a formacédo do espiro 1,3,4-
tiadiazol. O mecanismo de formacdo do produto pode ser explicado com base na
teoria de Pearson (HSAB, acrénimo do inglés hard and soft acid and bases), onde as
acilacbes ocorrem nos atomos de nitrogénio mais duros presentes na
tiossemicarbazona, ao invés do atomo de enxofre, que, por sua vez, € mole (KUBOTA
et al., 1980).
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Esquema 9 — Mecanismo proposto para a obtencéo dos espiros 1,3,4-tiadiazoéis derivados

da isatina
S . e
o .0 H 0O (i)
@,
H,N )j\ XN’) )k NH
(0] / (0)
s H >;s S

N—NH N—NH N—NH
0 =— 0 )k REE Sl > o

o OD N N O N

! jon acetat \

anidrido acético 2f 2i ion acetato

oY)
N
(0]
\
2iii 2ii anidrido acético
H
»]/N N
— O
o Y \N\-{
S o)
Cr= |+ X
N OH
\
3f

Fonte: adaptado de Kubota et al. (1980)

A identificacdo destes 12 espiros 1,3,4-tiadiazois derivados da isatina foi
realizada através da avaliacdo dos espectros de RMN de 'H e 3C. Os compostos 3c,
3b e 3d foram escolhidos para apresentar a caracterizacdo dos espiros, mostrados

nos espectros das Figuras 18 — 23.
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Figura 18 — Espectro de RMN *H (DMSO-d6, 400 MHz) de 3c
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A caracterizacdo por espectroscopia de RMN 'H para a molécula 3c
demonstrou o sucesso na formacédo do espiro 1,3,4-tiadiazol. Podemos observar na
Figura 18 o desaparecimento dos sinais caracteristicos dos hidrogénios da
tiossemicarbazona (2c), como por exemplo os singletos do grupo -NH2 em 9,21 e 8,93
ppm. Associado a isso, nota-se o aparecimento de dois singletos em 2,15 e 2,09 ppm
gue estdo relacionados aos hidrogénios a amidicos (Hs, Hs) (PAVIA et al., 2012)
oriundos da acetilacdo da tiossemicarbazona, que sdo condizentes aos dados da
literatura para compostos similares (SOMOGY]I, 1993; MANUN et al., 2010).

Os dois hidrogénios aromaticos (Hs, H2) apresentaram um dubleto entre 7,51 a
7,50 ppm, possuindo uma constante de acoplamento de J = 2,1 Hz. Esta constante
indica a ocorréncia de um acoplamento meta entre eles, mas desta vez, € possivel
verificar a sobreposi¢cédo entre esses dois sinais quando comparado ao espectro de

RMN 1H da tiossemicarbazona (2c) apresentado na Figura 16, onde ocorre a mesma
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constante de acoplamento. O singleto localizado na regido mais desblindada do

espectro, em 12 ppm, corresponde ao hidrogénio ligado ao nitrogénio amidico (Ha).
Figura 19 — Espectro de RMN *C — APT (DMSO-d6, 100 MHz) de 3¢
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A Figura 19 apresenta o espectro de RMN 3C — APT obtido para 0 mesmo
espiro 1,3,4-tiadiazol (3c). Ao compararmos com o espectro RMN 3C — APT da
molécula antecessora, 2c (Figura 17), percebemos 0 aumento no niumero de carbonos
e 0 aparecimento de dois sinais de carbonos metilicos (k, n) em & 22,65 e 22,37 ppm,
gue foram originados a partir da acetilacdo da tiossemicarbazona, além do carbono

O deslocamento quimico em 74,02 ppm é atribuido ao carbono espiro (h),
apontando a formacédo do composto desejavel e o seu valor esta de acordo aos
encontrados na literatura para compostos similares sendo & 74,44 ppm (SOMOGYI,
1993) e © 74,88 ppm (MANUN et al., 2010). Observa-se também o desaparecimento
do sinal do carbono tioamidico pronunciado em & 179,24 ppm e permanéncia do sinal
do carbono amidico da isatina (i) em & 167,55 ppm. Os sinais dos atomos de carbono
das carbonilas oriundas da acetilagdo da tiossemicarbazona (j, m) (2c) aparecem na
regiao mais desblindada do espectro de APT, sendo os deslocamentos em 172,68 e

56



170,52 ppm. E possivel também constatar a presenca dos dois carbonos
hidrogenados (f, d) (voltados para baixo) presentes no anel aromético em 131,49 e
123,51 ppm. Por fim, os deslocamentos quimicos em 138,17 a 115,74 ppm
correspondem aos carbonos nédo hidrogenados presentes no anel aromético (b, c, e,
g) e do carbono iminico (I). Essa regido € condizente com os sinais esperados para
os carbonos arométicos que, de acordo com Pavia e colaboradores (2012), fica em
torno de 6 175 a 110 ppm.

Agora, analisando o espectro de RMN *H da molécula 3b em relacdo ao obtido
para a molécula precursora, tiossemicarbazona 2b, observa-se na Figura 20 a
auséncia de dois singletos caracteristicos aos hidrogénios dos nitrogénios amidicos
(H1 e Hs), explicado através do seu momento angular de spin nuclear (I > %),
ocasionando um momento de quadrupolo moderado que pode levar a um alargamento
ou até mesmo a auséncia do sinal do hidrogénio diretamente ligado ao nitrogénio
(PAVIA et al., 2012). Os hidrogénios da regido aromatica (H-> e Hs) apresentam dois
dubletos entre 7,49 e 7,45 ppm, e ambos com constante de acoplamento J = 2,0 Hz,
correspondente ao acoplamento meta que ocorre entre eles. Além disso, 0s
hidrogénios a amidicos (Hs e He) continuam apresentando o mesmo padrdo de
deslocamento quimico em 2,16 e 2,09 ppm. Também € possivel encontrar a presenca
de acetato de etila residuais (CsHgO2) (CH2CHjs- tripleto em 1,17 ppm, CH3CO- singleto
em 1,99 ppm e CH,CH3- quarteto em 4,03 ppm), oriundos do processo de purificacao,
onde o0s respectivos deslocamentos quimicos foram confirmados por Fulmer e
colaboradores (2010).
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Figura 20 — Espectro de RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz) referente a molécula 3b
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O especto de RMN 3C — APT de 3b (Figura 21) revelou que 0 8 em 75,11 ppm
corresponde ao carbono espiro,em 6 173,60 e 170,51 ppm aos carbonos carbonilicos
e em & 22,65 e 22,40 ppm referentes aos carbonos metilicos, evidenciando a
acetilacado e a ciclizacado da tiossemicarbazona precursora (2b). Todos os valores
estdo de acordo com os deslocamentos quimicos encontrados na literatura para
compostos semelhantes (SOMOGYI, 1993; MANUN et al., 2010).
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Figura 21 — Espectro de RMN *C — APT (DMSO-d6, 100 MHz) de 3b
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Para o espectro da molécula alilada 3d (Figura 22), observou-se um multipleto
entre 4,58 - 4,57 ppm correspondente aos hidrogénios do carbono metileno (H1) que
esta diretamente ligado ao nitrogénio pertencente ao ndcleo da isatina. O primeiro
duplo dubleto entre 5,14 — 5,11 ppm com constante de acoplamento de J = 10,7 Hz
corresponde ao préton vinilico terminal (Hsa), indicando a ocorréncia de um
acoplamento cis com o proton (Hz). O segundo dublo dubleto entre 5,27 — 5,23 ppm
com constante de acoplamento J = 17,4 Hz corresponde ao proton vinilico terminal
(Hs), indicando a ocorréncia de um acoplamento trans com o préton (Hz). O sinal do
deslocamento quimico do proton vinilico (Hz2) aparecey como um multipleto em 5,97 —
5,88 ppm. Todos 0s outros sinais seguem o mesmo padréo de deslocamento quimico

dos espiros diclorados discutidos anteriormente (3c e 3b).
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Figura 22 — Espectro de RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz) de 3d
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Em relacdo ao espectro de RMN 3C — APT de 3d (Figura 23) revelou os
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono das ligagbes HC=CH do sistema
alilico (2 e 3) em 133,34 e 116,06 ppm respectivamente. O carbono metilénico (1)
possui deslocamento quimico em 44,19 ppm. Todos os valores dos deslocamentos
guimicos mencionados para o sistema alilico sdo condizentes aos dados reportados

na literatura para compostos similares (BOUHFID, 2005).
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Figura 23 — Espectro de RMN *C — APT (DMSO-d6, 100 MHz) de 3d
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5.4. Estudos biologicos

Os estudos bioldgicos realizados neste trabalho foram divididos em estudo in
silico relacionado a farmacocinética e a toxicologia dos compostos, e estudo in vitro,

relacionado a avaliacao da potencialidade antimicrobiana e anticancer dos compostos.

5.4.1. Estudos in silico

O estudo in silico vem se tornando uma excelente estratégia para auxiliar os
guimicos medicinais na descoberta de novos possiveis farmacos. Esse estudo se
baseia em uma investigacdo tedrica das propriedades farmacocinéticas,
farmacodinamicas e dos efeitos toxicoldgicos (ADMET — Absorcéo, Distribuicéo,
Metabolizacdo, Excrecdo e Toxidade) dos compostos com potencial atividade
biologica (AGORAM; WOLTOSZ; BOLGER, 2001), possibilitando reduzir o nimero de

compostos preparados com propriedades fisico-quimicas indesejaveis.
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Uma das abordagens tedricas mais difundidas dos parametros
farmacocinéticos no estudo in silico € a Regra dos Cinco de Lipinski (LIPINSKI et al.,
1997). Esta regra é baseada em critérios fisico-quimicos que os compostos devem
apresentar para que possam ser absorvidos e distribuidos pelo organismo humano,
apresentar estabilidade frente ao metabolismo para que sejam mantidas no organismo
pelo tempo necesséario e cumprir sua funcédo, ndo sendo apenas excretados. Para
entender melhor esse tipo de comportamento nos espiros 1,3,4-tiadiazéis, foi feita a
predicdo das propriedades fisico-quimicas dos compostos.

As propriedades fisico-quimica foram previstas através do programa
SwissADME, onde foram obtidos os valores de massa molecular, nimero de
aceptores e doadores de hidrogénio, LogP e refratividade molar (Tabela 7).

Tabela 7 — Predicéo das propriedades fisico-quimicas dos compostos

COMPOSTOS M.M. N° ALH™ | N° DLH* LogP REFRATIVIDADE N° DE

(g/mol) MOLAR VIOLACOES

DE LIPINSKI
3a 304,32 4 2 1,42 88,15 0
3b 373,21 4 2 1,95 98,17 0
3c 387,24 4 1 2,37 103,07 0
3d 413,28 4 1 2,54 112,21 0
3e 463,34 4 1 2,92 127,56 0
3f 318,35 4 1 1,90 93,05 0
39 344,38 4 1 2,22 102,19 0
3h 394,45 4 1 2,49 117,54 0
3i 383,22 4 2 1,80 95,85 0
3j 397,25 4 1 2,28 100,75 0
3k 423,28 4 1 2,75 109,89 0
3l 473,34 4 1 2,92 125,24 0

* ALH — aceptores de ligagéo de hidrogénio / DLH — doadores de ligag&o de hidrogénio

Os resultados apresentados na Tabela 7 mostraram que os espiros 1,3,4-
tiadiazois avaliados ndo violam nenhum parametro da regra de Lipinski. Esse
parametro propde que a molécula deve: (i) apresentar massa molecular inferior a 500
g/mol; (i) numero de receptores de ligacdes de hidrogénio inferior a 5; (iii) nUmero de
doadores de ligacdes de hidrogénio inferior a 10; (iv) apresentar logP inferior a 5; (v)

apresentar refratividade molar entre 40 e 130 m3/mol.
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Todos 0s compostos apresentaram massa molecular abaixo de 500 g/mol,
indicando que possuem uma boa solubilidade e atravessam membranas celulares
sem dificuldade. O aumento do numero de possibilidades de ligacdes de hidrogénio
(n° de receptores/doadores de hidrogénio) contribui para o aumento da polaridade do
composto, fazendo com que o possivel candidato a farmaco tenha dificuldade na
passagem da bicamada das membranas celulares, fato esse que é ocasionado pelo
aumento no numero de ligacdes de hidrogénios que precisam ser quebradas para a
sua passagem do meio hidrofilico para o meio hidrofobico (LIPINSKI et al., 1997)

A lipolificidade do composto € expressa a partir do LogP e, compostos que
apresentam LogP>5, sdo muito pouco soliveis em solu¢cbes aquosa e, portanto,
incapazes de ter acesso a superficie da membrana (VOET; VOET, 2013). Em geral,
para uma eficaz absorcao gastrointestinal apos a administracao oral da droga, sabe-
se gque LogP deve estar na faixa de 0 a 3 para uma situacao 6tima (HANSCH et al.,
2004), fato esse que pode ser observado em todas as moléculas sintetizadas.

A refratividade molar € uma propriedade fisico-quimica de carater constitutivo-
aditivo, sendo, portando, extremamente dependente da estrutura quimica do
composto. Esta propriedade esta diretamente relacionada ao ajuste da molécula a seu
sitio receptor. Valores positivos indicam a presenca de forcas dispersivas no centro
ativo que auxiliam a interacdo ligante-bioreceptor. Ja valores negativos representam
a capacidade do ligante distorcer a conformacéo do bioreceptor, evitando o processo
de interacdo molecular e ocasionando um impedimento estereoquimico
(MONTANARI; MONTANARI; GAUDIO, 2002). Todos os compostos analisados
apresentaram valores dentro do padrédo de referéncia, indicando uma boa interacéo
ligante-bioreceptor.

Também foram realizados estudos para uma possivel previsdo das
propriedades toxicolégicas dos compostos utilizando o programa Osiris Property
Explorer. A Tabela 8 apresenta os resultados dos testes in silico de toxicidade dos

espiros sintetizados.
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Tabela 8 — Toxidade tedrica dos espiros 1,3,4-tiadiazois

Compostos Risco Risco Risco Efeito Druglikeness  Drug-
Mutagénico Tumorigénico Reprodutivo Irritante score
3a NR NR NR NR 7,04 0,81
3b NR NR NR MR 6,74 0,51
3c NR NR NR MR 7,27 0,50
3d NR NR NR MR 5,02 0,43
3e NR NR NR MR 7,96 0,34
3f NR NR NR NR 7,57 0,83
39 NR NR NR NR 5,31 0,76
3h NR NR NR NR 8,24 0,63
3i NR NR NR NR 4,91 0,71
3 NR NR NR NR 5,44 0,69
3k NR NR NR NR 3,19 0,60
3l NR NR NR NR 6,13 0,47

NR: Nenhum risco; MR: Médio risco.

Entre todos os espiros sintetizados, apenas 0s compostos 1b—1e apresentaram
um unico grupo de risco, sendo um risco médio de causar irritacdo. O parametro
druglikeness avalia se as moléculas possuem grupos funcionais e/ou propriedades
fisicas semelhantes com a maioria dos farmacos conhecidos, onde valores negativos
representam semelhancas minimas e valores positivos representam uma maior
semelhanca entre os possiveis candidatos a farmacos sintetizados (WALTERS;
MURCKO, 2002). Ja o potencial de drug-score combina valores de druglikeness,
CLogP, LogS (solubilidade aquosa), massa molecular e riscos de toxicidade em um
anico valor numérico que é util para julgar o potencial geral do composto para se tornar
um possivel farmaco (PADMINI; INBATHAMIZH, 2013). Todos os espiros sintetizados
obtiveram valores positivos, indicando, predominantemente, uma semelhanca
substancial em subunidades farmacoforicas encontradas em farmacos.

E importante destacar que os estudos in silico sdo importantes, mas n&o
determinantes para o andamento de uma pesquisa de novos candidatos a farmacos,
servindo como orientacéo para o desenvolvimento dessas novas estruturas e que as

atividades bioldgicas e toxicidades dos compostos devem ser consideradas.
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5.4.2. Estudos antimicrobianos

Para os ensaios da atividade antimicrobiana (in vitro) dos espiros sintetizados,

foram utilizadas as seguintes cepas:

v' Bactérias: Staphylococcus aureus ATCC-13150, Escherichia coli ATCC -
18739 e Pseudomonas aeruginosa — ATCC — 9027.
v' Fungos: Candida albicans ATCC-90028, C. tropicalis ATCC-13803 e

Cryptococcus neoformans — FCF -119.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para cada produto foi definida como a
menor concentragdo capaz de inibir visualmente o crescimento microbiano e/ou
verificado pela permanéncia da colorag&o do corante indicador. Com isso, a atividade
antimicrobiana dos produtos foi interpretada através dos valores obtidos de CIM e
considerada como ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: até 600 pug/mL=
forte atividade; 600-1500 pg/mL= moderada atividade; > acima de 1500 pg/mL=fraca
atividade ou produto inativo (HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004,
HOUGHTON et al., 2007).

Paralelamente, foram realizados os controles: micro-organismos (CBHI +
bactérias e RPMI + leveduras), para comprovacao da viabilidade das cepas, meio de
cultura (RPMI/CBHI), para comprovacdo da esterilidade e controle negativo com
antimicrobianos: gentamicina (64 ug/mL) para inibicdo das bactérias e anfotericina B
(32 pg/mL) para inibigdo dos fungos.

Na Tabela 9 estdo registrados os resultados da avaliacdo da atividade

antimicrobiana dos espiros testados.
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Tabela 9 — Resultados da avaliagdo da Concentragdo Inibitéria Minima/CIM (ug/mL) das

amostras contra cepas bacterianas e flngicas

N
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R, Ri
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3b (R1=H, R2=R3=C|) + + + + + +
3c (R1=CH3, R2=R3=C|) + + + + + +
3d (R1=CsHs, R2=Rs= Cl) 1375 | 1375 | 1375 | 1375 | 1375 | 1375
3e (Ri=C7H7, R2=R3=ClI) + + + + + +
3f (R1=CHs, Rx=Rs=H) + + + 550,0 | 137,5 | 137,5
39 (R1=CsHs, Ro=Rs=H) 1375 | 1375 | 5500 | 1375 | 1375 | 1375
3h (R1=C7H7, R2=R3=H) + + 275,0 + + +
3j (R1=CH3, R»=Br; R3=H) + + + + + +
3k (R1=C3H5, R>=Br; R3=H) + + + + + +
3l (Ri=C7H7, Rz=Br; Rs=H) 250,0 | 1250 | 500,0 + + +
Controle: Meio de cultura _ _ . . R -
Controle: Micro-organismo + + + + + +
Controle: Anfotericina B X X X _ R R
Controle: Gentamicina _ . - X X X

(+): Crescimento do micro-organismo; (-): N&o houve crescimento microbiano; (x): Controle ndo usado nos

ensaios.

Conforme observado na Tabela 9, dentre as dez moléculas investigadas, cinco

apresentaram atividade contra ao menos um dos micro-organismos estudados. E

importante observar que as moléculas 3d e 3g, referentes aos espiros N-alilados,

apresentaram os menores valores de CIM (137,5 pg/mL) para todos 0s micro-
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organismos testados, exceto P. aureuginosa ATCC - 9027, que apresentou
sensibilidade a molécula 3g na CIM de 550 pg/mL. A molécula 3l apresentou atividade
sobre cepas bacterianas (S. aureus ATCC-13150, E. coli ATCC - 18739, P.
aeruginosa ATCC-9027), em que os valores de CIM variaram entre 125 a 500 pg/mL,
enquanto que, a molécula 3f, apresentou atividade antifingica somente contra
leveduras (C. albicans ATCC — 90028, C. tropicalis ATCC-13803, C. neoformans FCF-
119), em que a CIM oscilou entre 137,5 a 550,0 pg/mL. Por fim, a molécula 3h
apresentou atividade apenas contra a bactéria P. aureuginosa ATCC - 9027,
apresentando CIM de 275 pg/mL.

5.4.3. Estudo da citotoxicidade em 3 linhagens de células tumorais

Os espiros 1,3,4 tiadiazois sintetizados neste trabalho também foram enviados
para avaliacdo da citotoxicidade na linhagem de HT-29 (céncer colorretal), K562
(leucemia mieloide crénica) e HL60 (leucemia promielocitica).

Para o estudo, foi utilizado o método MTT, o qual vem sendo utilizado no
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que
testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método
rapido, sensivel e barato. Este estudo permite definir facilmente a citotoxicidade, mas
nao o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

Na Tabela 10, uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial
citotoxico das amostras testadas: amostras sem atividade, com pouca atividade
(inibicdo de crescimento celular variando de 1 a 50%), com atividade moderada
(inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 75%) e com muita atividade (inibicao

de crescimento variando de 75 a 100%).
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Tabela 10 — Percentual de inibicdo em concentrac¢do Unica (25 pg/mL) do crescimento celular

das amostras em trés linhagens tumorais

§
N en
o) z/‘N\{O

R2
o)
N
I

Compostos R1 R> Rs HT-29 HL-60 K562
3b H cl cl 36,6 46,5 0
3c CH: CI Cl 19,7 32,2 7,2
3d CHs ClI Cl 11,9 100 7,6
3e CH, ClI Cl 50,4 100 78,6
3f CHs H H 23,9 45,8 0
39 CsHs H H 20,1 14,4 0
3h C7H7 H H 27,7 43,2 0
3 CHs  Br H 0 21,3 0
3k CsHs  Br H 0 49,2 0
3l CHz Br H 36,9 100 0

Como podemos observar na Tabela 10, a grande maioria dos espiros 1,3,4-
tiadiazOis ndo apresentaram expressivas atividades de inibicdo contra as trés
linhagens de células tumorais ( HT-29, HL60 e K562), com excecédo do composto 3e
(diclorado N-benzilado), onde o mesmo apresentou um percentual de inibicdo de
50,4% para HT-29, 100% para HL60 e 78,6% para K562. Com base nisso, realizou-
se o célculo da concentracao necessaria para inibir 50% da populagéo (Clso), onde 0
composto 3e obteve um valor bastante promissor de Clsg (6,8 uM).

E importante ressaltar que, até o presente momento, ndo existe nenhum
trabalho na literatura que tenha investigado a atividade anticancer desta classe de
compostos, 0 que torna este resultado promissor para o planejamento de novos

derivados mais potentes frente as linhagens de cancer.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

6.1. Conclusodes

v' Para obtencdo das 12 tiossemicarbazonas (4 inéditas), o método escolhido
demonstrou-se prético e eficiente, obtendo os produtos com bons rendimentos (51-
88%) e em tempos reacionais que variam de 30 a 45 minutos;

v' Todos os 12 espiro-compostos neste trabalho (9 inéditos) foram sintetizados sob
radiacdo de micro-ondas, obtidos em rendimentos de moderados a bons (25-90%)
e excelentes tempos reacionais (6 a 18 minutos);

v" O uso do micro-ondas mostrou-se eficiente para a sintese das tiossemicarbazonas
e dos espiro-compostos, reduzindo significativamente os tempos reacionais e co-
produtos;

v' Os resultados dos estudos in silico demonstraram que todos 0s espiro-compostos
satisfizeram aos parametros da regra dos cinco de Lipinski e, teoricamente,
possuem boa disponibilidade oral;

v' Os resultados obtidos nas analises de toxicidade, drug-likeness e drug-score
indicam que, teoricamente, todos 0s espiro-compostos tém potencial para se
tornarem candidatos a farmacos;

v Na avaliacdo da atividade antimicrobiana, os compostos 3d, 3f, 3g, 3h e 3l
apresentaram forte atividade, com destaque para as moléculas 3d e 3g, referentes
aos espiros N-alilados, onde apresentaram os menores valores de CIM (137,5
pHg/mL) para todos 0os micro-organismos testados, exceto P. aureuginosa ATCC —

9027, que apresentou sensibilidade a molécula 3g na CIM de 550 pg/mL;

6.2. Perspectivas

v' Investigar a sintese dos compostos nao aquilados (3a, 3b e 3i), os quais
apresentaram menores rendimentos e maiores dificuldades na purificacéo,
variando a quantidade de solvente e temperatura, buscando a melhoria da
eficiéncia da reacao;

v' Realizar novas modificacdes estruturais na isatina (monocloro/nitro isatina)

com o objetivo de investigar a atividade antimicrobiana;
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v' Submeter os espiro-compostos (3d, 3f, 3g, 3h e 3l) a estudos de toxicidade in

Vivo.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1. Materiais e métodos

Todos os protocolos sintéticos descritos nesta pesquisa foram realizados
utilizando reagentes e solventes contendo um excelente grau de pureza. O
acompanhamento das reacbes se deu pela técnica de cromatografia de camada
delgada (CCD) cuja a fase estacionéria foram cromatofolhas de aluminio suportadas
em Gel de Silica 60 e uma mistura de acetato de etila/hexano sendo utilizada como
fase movel, sendo irradiadas numa camara de ultravioleta com comprimento de onda
de 254 nm. A purificacdo dos produtos foi feita utilizando a técnica de cromatografia
em coluna do tipo flash utilizando também silica como fase estacionaria que apresenta
granulometria de 0.035 — 0.070 mm e acetato/hexano como fase movel. Os solventes
foram todos evaporados a pressao reduzida e temperatura controlada em evaporador
rotatorio da marca IKA.

As reacdes que necessitaram de irradiacdo de micro-ondas foram feitas em um
reator de micro-ondas CEM® modelo Discover-system benchmate com temperatura
monitorada por sensor de infravermelho e poténcia programavel 0-300 W.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H e 13C) foram obtidos
usando um espectrometro Varian Mercury 500, operando a 400 MHz para RMN *H e
100 MHz para RMN 13C, disponivel no Laboratério Multiusuario de Caracterizacao
Analitica da Universidade Federal da Paraiba. Os deslocamentos quimicos foram
relatados em relacdo ao padrdo interno tetrametilsilano (TMS), usando CDCIs; e
DMSO-d6 como solvente. Os deslocamentos quimicos (6) foram medidos em partes
por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Os
desdobramentos quimicos referentes a cada acoplamento dos hidrogénios foram
expressos como singleto (s), dubleto (d), tripleto (t), duplo dubleto (dd), triplo dubleto
(td), triplo tripleto (tt), duplo duplo dubleto (ddd) e multipleto (m). As multiplicidades
dos sinais dos carbonos foram observadas pelo uso da técnica de APT, onde o0s
colocados em fase “pra cima” carbonos nao hidrogenados e metilenos e em fase “para

baixo” carbonos de metino e metila.
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7.2. Procedimento de sintese dos derivados da isatina

7.2.1. Procedimento de sintese da 5,7 dicloroisatina (1b)

O O
ATCI/H,SO, Cl
] EEEE— o)
N 0°C N
H H
Isatina (1a) cl 1b

Em um erlenmeyer de 250 mL adicionou-se 2,32 g (10 mmols) de TICA em 6
mL de H2SO4, em banho de gelo a 0 °C. Em seguida adicionou-se 1,47 g (10 mmols)
de isatina (1a) e ap6s a adicdo a mistura foi submetida a agitacdo magnética nas
condicbes ambiente e acompanhada por CCD. Apos 30 minutos de rea¢ao a mistura
foi vertida sob gelo picado e o precipitado foi filtrado a presséao reduzida em funil de
Bichner e lavado com agua gelada, obtendo um produto (2b) amarelado com

rendimento de 89%.

7.2.2. Procedimento de sintese dos derivados metilados (1c; 1f; 1j)

O O
R2 1) K2CO3, DMF, t.a. R2
2) CH,l
0 - 0
N N
H \
Rs Rs
1a: R2: R3: H 1C: R2: R3: CI
1b: R2=R3 =ClI 1f: R2=R3 =H
1i: R,=Br;R;=H 1j: R,=Br;R3=H

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 5 mmol da isatina (1a) ou seus
derivados (1b e 1i), K2CO3 (1,2 equivalentes) e 5 mL de DMF previamente seco,
mantendo a mistura sob agitacdo magnética e temperatura ambiente. Em seguida foi
adicionado 0,35 mL de iodeto de metila (1,2 equivalente) e a reacdo acompanhada
via CCD. Apés 2 horas de reacao foi realizada extracéo liquido-liquido usando acetato
de etila e 4gua destilada. A fase organica foi tratada com Na>SO4 anidro e filtrada.
Apoés o isolamento, foi obtido sdélidos avermelhados com rendimentos de 81% (1c¢),
93% (1f) e 87% (1)).
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7.2.2. Procedimento de sintese dos derivados alilados (1d; 1g; 1k)

O O
R, ; ) gzﬁoB?,, DMF, t.a. R,
e) ) 3Hsbr » (o)
N N
H
R3 R3 6

1a: Rzz R3: H 1d: R2= R3= Cl

1b: R2=R3= Cl 19: R2=R3= H

1i: R2=Br; R3=H 1k: R2=BI‘; R3:H

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 5 mmol da isatina (1a) ou seus
derivados (1b e 1i), K2CO3 (1,2 equivalentes) e 5 mL de DMF previamente seco,
mantendo a mistura sob agitacdo magnética e temperatura ambiente. Em seguida foi
adicionado 0,5 mL de brometo de alila (1,2 equivalente) e a reacdo acompanhada via
CCD. Apo6s 2 horas de reacao foi realizada extracao liquido-liquido usando acetato de
etila e dgua destilada. A fase organica foi tratada com Na>SO4 anidro e filtrada. Apos
o isolamento, foi obtido solidos avermelhados com rendimentos de 62% (1d), 79%
(19) e 71% (1k).

7.2.3. Procedimento de sintese dos derivados benzilados (1e; 1h; 1)

0 0
R2 1) K2C03, DMF, t.a. R2
2) C;HsBr o
o) =
N N
H
. » 0

1a: Ry=Ry=H 1“5 Ro= R ﬁ'
1b: R,=R;=ClI 9: Ry=Rs=

1i: R,=Br;Ry=H 1k: R;=Br;R;=H

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 5 mmol da isatina (1a) ou seus
derivados (1b e 1i), K2CO3 (1,2 equivalentes) e 5 mL de DMF previamente seco,
mantendo a mistura sob agitacdo magnética e temperatura ambiente. Em seguida foi
adicionado 0,127 mL de cloreto de benzila (1 equivalente) e a reacdo acompanhada
via CCD. Ap0s 2 horas de reacao foi realizada extracao liquido-liquido usando acetato
de etila e 4gua destilada. A fase organica foi tratada com Na>SO4 anidro e filtrada.
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Apéds o isolamento, foi obtido sélidos avermelhados com rendimentos de 78% (1e),

87% (1h) e 82% (11).

7.3. Procedimento geral de sintese das tiossemicarbazonas derivadas da

isatina (2a - 2I)

1a -1l

(0]
R2 S
0 4+ HN_
N N
R, Ri

H,N
2 \/&S
HN_
N
MeOH Re /
e
. O
NH, Micro-ondas, 100 °C N
R, Ri

Derivados da isatina Tiossemicarbazida

Tiossemicarbazona
2a -2l

TXTTSQ@ o a0Tw

R1= R2= R3= H,

R1= H, R2=R3=C|;

R1= CH3, R2=R3=C|;

R1= C3H5; R2=R3=C|;
R1: C7H7; R2:R3:C|;
R1= CH3, R2=R3= H,
R1= C3H5; R2=R3= H,
R1= C7H7; R2=R3=H;
R4=H; Ry= Br; R3=H;
R1= CH3, R2=Br; R3= H,
R1= C3H5; R2=Br; R3= H,
R4= C;H7; Ro=Br; Rz=H;

Em um tubo de vidro de 10 mL especifico para reator de micro-ondas foi

adicionado 1 mmol da isatina (1a) ou dos seus derivados (1b — 1l) e 1 mmol de

tiossemicarbazida. Em seguida, adicionou-se 4 mL de metanol como solvente

juntamente com um agitador magnético. A reacao foi realizada sob irradiacdo de

micro-ondas a 100 °C (leitura monitorada por sensor de infravermelho) sob condi¢des

de vaso fechado e monitoradas por CCD a cada 15 minutos. Apos o termino da

reacao, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente para a formacao do precipitado

no qual foi isolado por filtracdo a vacuo, utilizando metanol gelado para lavagem. Os

rendimentos obtidos variaram de 53 a 88%.
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Composto 2a

HZN\];S

HN_
o
o]

H
Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 67%
RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,48 (s, 1H); 11,19 (s, 1H); 9,03 (s, 1H); 8,67 (s,
1H); 7,64 (d, 1H); 7,33 (t, 1H); 7,06 (t, 1H); 6,91 (d, 1H).
RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 163,10; 142,81; 132,52; 131,73; 122,84; 121,43;
120,43; 111,50.

Composto 2b

HZN7§S
HN_
N
Cl /

o)
N
H
Cl

Aspecto fisico: Solido alaranjado
Rendimento: 51%
RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,24 (s, 1H); 11,73 (s, 1H) ; 9,15 (s, 1H) ; 8,84 (s,
1H); 7,70 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,51 (d, J = 2,0 Hz, 1H).
RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 179,24; 162,91; 138,99; 130,67; 129,88; 127,38;
123,77; 119,81; 116,28.
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Composto 2c
HZN\%S
HN_
N

Cl /

(0]
N

Cl '

Aspecto fisico: Solido alaranjado

Rendimento: 63%

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,17 (s, 1H); 9,21 (s, 1H); 8,93 (s, 1H); 7,84 (d, J =
2,1 Hz, 1H); 7,57 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 3,49 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 179,24; 161,27; 138,34; 131,56; 129,34; 127,85;
124,36; 119,85; 116,62; 29,12.

Composto 2d

Hzr\17¢S
HN_
N
Cl /

O
N

g

Aspecto fisico: Solido alaranjado
Rendimento: 53%

RMN tH (400 MHz, DMSO-d6): & 12,12 (s, 1H); 9,22 (s, 1H); 8,95 (s, 1H); 7,87 (s, 1H);
7,54 (s, 1H); 6,01 — 5,92 (m, 1H); 5,14 (dd, J = 10,5, 1H): 5,07 (dd, J = 17,3, 1H); 4,63
— 4,61 (M, 2H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): & 179,23; 161,12; 137,41; 133,37; 131,66; 129,03;
128,07; 124,59; 120,00; 116,50; 116,38; 43,11.
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Composto 2e

H,N
=S
HN_
N

R e

Aspecto fisico: Sélido marrom
Rendimento: 57%

RMN tH (400 MHz, DMSO-d6): 12,14 (s, 1H), 9,28 (s, 1H), 9,01 (s, 1H), 7,91 (d, J =
2,1 Hz, 1H), 7,48 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7.34 — 7.23 (m, 5H), 5,25 (s, 2H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 179,23; 161,53; 137,34; 137,31; 131,57; 129,05;
128,91, 128,24, 127,66; 126,60; 124,79; 120,03; 116,37, 44,39.

Composto 2f

H,N S
N

/
Crp
\
Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 75%
RMN tH (400 MHz, DMSO-d6): 6 12,38 (s, 1H); 9,07 (s, 1H); 8,70 (s, 1H); 7,66 (d, J =
6,8 Hz, 1H); 7,42 (td, J = 7,7 Hz; 1,3 Hz, 1H); 7,15 — 7,09 (m, 2H); 3,36 (s, 3H).
RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 179,16; 161,21; 144,03; 131,64, 131,60; 123,33;
121,03; 119,70; 110,23; 26,14.
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Composto 2g

Aspecto fisico: Solido amarelado

Rendimento: 64%

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): 6 12,32 (s, 1H); 9,02 (s, 1H); 8,60 (s, 1H); 7,75 (d, 1H);
7,48 (t, 1H); 7,18 (t, 1H); 7,02 (d, 1H); 5,57 (m, 1H), 5,50 (t, 2H); 4,45 (d, 2H)

RMN %3C (100 MHz, DMSO-d6): & 178,72; 160,46; 142,64; 131,42; 131,04; 130,97;
122,89; 120,73; 119,36; 117,39; 110,27; 41,32.

Composto 2h
H2N\/¢S
HN_
N
/

N

v

Aspecto fisico: Solido amarelado

Rendimento: 87%

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,41 (s, 1H); 9,11 (s, 1H): 8.76 (s, 1H); 7,71 (dd, J
= 6,8 Hz, 1H); 7,39 — 7,30 (m, 5H); 7,26 (tt, 1H); 7,12 (td, J = 7,6 Hz, 1H): 7,02 (d, J =
7,9 Hz, 1H); 4,97 (s, 2H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): & 179,16; 161,29; 143,01; 136,20; 131,51; 131,42;
129,18; 128,08; 127,91, 123,50; 121,28; 119,97, 110,81; 42,98.
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Composto 2i

Aspecto fisico: Solido amarelado

Rendimento: 77%

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,28 (s, 1H); 11,28 (s, 1H); 9,10 (s, 1H); 8,81 (s,
1H); 7,86 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,48 (dd, J = 8,3; 2,1 Hz, 1H); 6,86 (d, J = 8,3 Hz, 1H).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-d6): & 179,22; 162,70; 141,80; 133,64; 131,10; 123,92;
122,77, 114,63; 113,40.

Composto 2|

Aspecto fisico: Solido alaranjado

Rendimento: 88%

RMN tH (400 MHz, DMSO-d6): 6 12,18 (s, 1H); 9,13 (s, 1H); 8,82 (s, 1H); 7,86 (d, J =
2,0 Hz, 1H); 7,55 (dd, J = 8,4; 2,1 Hz, 1H); 7,06 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 3,34 (s, 2H).
RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 179,21; 160,81; 143,02; 133,46; 130,17; 123,55;
121,92; 115,24; 112,18; 26,28.
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Composto 2k

Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 73%

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,18 (s, 1H); 9,15 (s, 1H); 8,86 (s, 1H); 7,92 (d, J =
2,0 Hz, 1H); 7,55 (dd, J = 8,4, 2,1 Hz, 1H), 7,01 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 5,89 — 5,80 (m,
1H), 5,19 (ddd, J = 11,3; 9,2; 1,3 Hz, 2H), 4,36 (d, 2H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 179,22; 160,56; 142,12; 133,43; 131,70; 130,03;
123,75; 122,15; 117,93; 115,32; 112,73; 41,86.

Composto 2|

H2N\/¢S

HN

Br /
(0]

dN

Aspecto fisico: Solido amarelado

Rendimento: 81%

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,22 (s, 1H); 9,18 (s, 1H); 8,89 (s, 1H); 7,94 (d, J =
2,1 Hz, 1H); 7,50 (dd, J = 8,4, 2,1 Hz, 1H); 7,37 — 7,24 (m, 5H); 6,95 (d, 1H); 4,96 (s,
2H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): & 179,23; 160,90; 142,00; 135,91; 133,43; 130,00;
129,18; 128,12; 127,85; 123,81; 122,28; 115,47, 112.73; 43,05.
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7.3. Procedimento geral de sintese dos espiro 1,3,4-tiadiazdis derivados da
isatina (3a - 3l)

a: R1= R2= R3= H,
HN s H b: Ry= H; Ry=R,=Cl;
Hr (o] (o] YNYN Cc: R1= CH3, R2=R3=C|;
N =\ (0] d: R1= C3H5; R2=R3=C|;
R N Aok RO s N~/< e: Ry= C7Hy; Ry=R3=Cl;
2 Anidrido acético 2 f: Ry= CH3; Ry=R3= H;
¢ - 0 g: Ry= C3Hs; Ry=Rs= H;
N Micro-ondas, 120 °C N h: Ry= C;H;; Ry=Ry=H;
R, Ri R, Ri it Ry=H; Ry=Br; Ry= H;
j: R4=CHjs; Ry=Br; R3=H;
tiossemicarbazonas espiros 1,3,4-tiadiazéis  k: Ry= C3Hs; Ry=Br; R3= H;
2a-2| 3a-3l I: Ry= C7H7; Ry=Br; Rg=H;

Em um tubo de vidro de 10 mL especifico para reator de micro-ondas foi
adicionado 0,5 mmol das respectivas tiossemicarbazonas, 3,5 mL de anidrido acético,
juntamente com um agitador magnético. A reacao foi realizada sob irradiacdo de
micro-ondas a 120 °C (leitura monitorada por sensor de infravermelho) sob condi¢cbes
de vaso fechado e monitoradas por CCD a cada 6 minutos. Apos o termino da reacao,
os produtos foram diluidos em acetato de etila, permitindo assim, a lavagem da fase
organica com uma solucao saturada de bicarbonato de sédio até a total neutralizacéo
do acido acético presente no meio reacional. Na sequéncia, a mistura foi concentrada
sob presséao reduzida e o produto foi isolado por coluna cromatografica usando silica

gel e uma mistura de acetato de etila/lhexano como eluente.

Composto 3a

e
=N 0o
o] 2/ N\/<
o)

N

H
Aspecto fisico: Sdlido amarelado
Rendimento: 82%

RMN *H (400 MHz, CDCl3): 8 7.40 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.34 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.11 (t,
J=7.6Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 2.19 (s, 3H), 2.12 (s, 3H).
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Composto 3b

H
YN%N\ o
o 4 N\/<
(of
-
N
H
Cl
Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 36%
RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): & 7,49 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,45 (d, J = 2,0 Hz, 1H);
2,16 (s, 3H); 2,09 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 173,60; 170,51; 167,57; 143,43; 138,57; 132,03;
129,75; 127,32; 123,34, 115,42; 75,11, 22,65; 22,40.

Composto 3c

N
w]/ /N\ o
Y
Cl
O

N

Cl \

Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 88%

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,00 (s, 1H), 7,51 (q, J = 2,1 Hz, 2H); 3,44 (s, 3H);
2,15 (s, 3H); 2,09 (s, 3H).

RMN %3C (100 MHz, DMSO-d6): & 172,68; 170,52; 167,55; 143,65; 138,17; 132,93;
131,49; 127,88; 123,51, 115,74, 74,02; 30,31, 22,65; 22,37.
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Composto 3d

Cl

H
N
2// ZéN\N \<O

O
N

"

Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 81%

RMN tH (400 MHz, DMSO-d6): & 12,09 (s, 1H); 7,56 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 7,51 (d, J =
2,1 Hz, 1H); 5,97 — 5,88 (m, 1H), 5,25 (dd, J = 17,4, 1H); 5,12 (dd, J = 10,7, 1H); 4,58
— 4,57 (m, 1H); 2,18 (s, 2H); 2,09 (s, 2H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 172,66; 170,65; 167,64; 143,54; 137,26; 133,34;
133,05; 131,66, 128,11, 123,61; 116,06; 115,65; 73,99; 44,19; 22,67, 22,40.

Composto 3e

N
\77/ /N\ O
O Z/ N
Cl
O

N

o

Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 65%

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,07 (s, 1H); 7,59 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 7,44 (d, J =
2,1 Hz, 1H); 7,34 — 7,22 (m, 5H); 5,21 (q, 2H); 2,21 (s, 3H); 2,10 (s, 3H).

RMN %3C (100 MHz, DMSO-d6): & 173,11; 170,62; 167,76; 143,51; 137,75; 137,28;
133,09; 131,61, 128,87, 128,28; 127,35; 126,28; 123,59; 115,65; 74,14, 45,63; 22,65;
22,38.
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Composto 3f

H
»/N
_—N
o) Z/ ‘N\/<O

@)
N
\

Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 62%

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,03 (s, 1H): 7,37 — 7,33 (m, 2H): 7,09 — 7,02 (m,
2H): 3,14 (s, 3H); 2,13 (s, 3H); 2,08 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 172,30; 170,48; 167,33; 143,37; 143,07; 130,67;
128,37; 124,01; 123,61, 109,47, 74,62; 27,10; 22,76, 22,58.

Composto 3g

§
rNen
0 z/‘N\/<O

O
N

¢

Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 70%

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,03 (s, 1H); 7,39 (dd, J = 7.5, 0.8 Hz, 1H); 7,32
(td, J=7,8; 1,2 Hz, 1H); 7,07 (td, J = 7,6; 0,8 Hz, 1H); 6,93 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 5,87 —
5,78 (m, 1H); 5,30 (dd, J = 17,3, 1H); 5,14 (dd, J = 10,5, 1H); 4,40 — 4,22 (m, 2H); 2,15
(s, 3H); 2,09 (s, 3H).

RMN %3C (100 MHz, DMSO-d6): & 172,13; 170,50; 167,39; 143,27; 142,02; 131,73;
130,53; 128,32; 124,12; 123,64, 117,18; 110,10; 74,68; 42,55, 22,76; 22,55.
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Composto 3h

YH N o
o} 7: ‘N\/<
o)

N

Y

Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 90%

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,06 (s, 1H); 7,40 (tt, 3H); 7,34 — 7,30 (m, 2H); 7,27
-7,21 (m, 2H); 7,05 (td, J =7,6; 0,9 Hz, 1H); 6,78 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 5,02 (d, J = 16,2
Hz, 1H); 4,83 (d, J = 16,2 Hz, 1H); 2,19 (s, 3H); 2,09 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): 172,49; 170,55; 167,52; 143,31; 141,86; 136,21;
130,53; 129,03; 128,40; 127,82; 127,46; 124,17; 123,79; 110,14; 74,81; 43,85; 22,77;
22,56.

Composto 3i

H
N
?)f TN‘N \/<O

O

Br

N
H

Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 25%

RMN tH (400 MHz, DMSO-d6): & 12,01 (s, 1H); 10,86 (s, 1H); 7,52 (d, J = 2,0 Hz, 1H);
7,43 (dd, J = 8,3; 2,1 Hz, 1H); 6,80 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 2,15 (s, 1H); 2,08 (s, 1H).

RMN %3C (100 MHz, DMSO-d6): & 173,45; 170,50; 167,50; 143,23; 140,88; 133,24;
131,24;127,13; 114,42; 112,61, 74,66, 22,73; 22,55.
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Composto 3j

YN\WN \/<

N
\

Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 57%

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,03 (s, 1H); 7,58 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,54 (dd, J =
8,3: 2,0 Hz, 1H); 7,02 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 3,13 (s, 3H); 2,14 (s, 3H); 2,08 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 171,98; 170,53; 167,48; 143,47; 142,47; 133,27,
130,55; 126,84, 115,11, 111,54, 74,23; 27,23; 22,73; 22,53.

Composto 3k

YN N o
o) Y;N\/<
Br
o)
N

¢

Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 61%

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 7,61 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,51 (dd, J = 8,4; 2,1 Hz,
1H); 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 5,85 — 5,76 (m, 1H); 5,28 (dd, J = 17,3; 1,4 Hz, 1H); 5,14
(dd, J = 10,5; 1,4 Hz, 1H); 4,47 — 4,21 (m, 1H); 2,16 (s, 1H); 2,09 (s, 1H).

RMN %3C (100 MHz, DMSO-d6): & 171,82; 170,58; 167,56; 143,35; 141,39; 133,17;
131,45; 130,53; 126,95; 117,26; 115,21, 112,16, 74,27; 42,65, 22,73; 22,50.
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Composto 3l

§
TN o
o] Z/N\/<

Br
o)

N

Y

Aspecto fisico: Solido amarelado
Rendimento: 65%

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,09 (s, 1H); 7,64 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,44 (dd, J =
8,4; 2,1 Hz, 1H); 7,41 — 7,21 (m, 5H); 6,74 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 5,04 (d, J = 16,3 Hz,
1H); 4,80 (d, J = 16,3 Hz, 1H); 2,21 (s, 3H); 2,10 (s, 3H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 6 172,18; 170,61; 167,67; 143,38; 141,23; 135,85;
133,18; 130,61; 129,05; 127,88; 127,42; 127,02; 115,40; 112,15; 74,40; 43,94; 22,73;
22,51.
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ESPECTRO 3 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 2b
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ESPECTRO 9 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 2e
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ESPECTRO 11 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 2f
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ESPECTRO 13 — RMN tH 400 MHz (DMSO-d6) de 2g
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ESPECTRO 15 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 2h
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ESPECTRO 17 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 2i
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ESPECTRO 18 — RMN 3C 100 MHz (DMSO-d6) de 2i
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ESPECTRO 19 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 2j
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ESPECTRO 21 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 2k
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ESPECTRO 23 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 2i
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ESPECTRO 25 — RMN *H 400 MHz (CDCls3) de 3a
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ESPECTRO 26 — RMN H 400 MHz (DMSO-d6) de 3b
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ESPECTRO 28 — RMN H 400 MHz (DMSO-d6) de 3¢
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ESPECTRO 30 — RMN H 400 MHz (DMSO-d6) de 3d
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ESPECTRO 32 — RMN H 400 MHz (DMSO-d6) de 3e
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ESPECTRO 33 — RMN 3C 100 MHz (DMSO-d6) de 3e
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ESPECTRO 34 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 3f
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ESPECTRO 36 — RMN H 400 MHz (DMSO-d6) de 3g
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ESPECTRO 38 — RMN H 400 MHz (DMSO-d6) de 3h
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ESPECTRO 40 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 3i
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ESPECTRO 42 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 3]
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ESPECTRO 44 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 3k
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ESPECTRO 45 — RMN 3C 100 MHz (DMSO-d6) de 3k
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ESPECTRO 46 — RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 3l
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ESPECTRO 47 — RMN 3C 100 MHz (DMSO-d6) de 3|
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