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RESUMO

O nucleo indol, contido na isatina, estd presente em vdarias moléculas bioativas e isso faz
da isatina um excelente bloco sintético para o desenvolvimento de novos compostos
potencialmente ativos. Derivados de isatina sdo comumente reportados na literatura
com diferentes atividades bioldgicas e as tiossemicarbazonas se destacam pela
simplicidade sintética e o alto potencial bioldgico. Desta forma, este trabalho teve como
objetivo a sintese de uma série andloga de quinze B-feniltiossemicarbazonas derivadas
de isatina via irradiagdao de micro-ondas e a investigacao da atividade antibacteriana.
Entre estes compostos, oito sdo inéditos. Experimentos preliminares foram realizados
variando-se parametros de catdlise, temperatura e tempo reacional, com a finalidade
de definir um método geral de sintese para obtencdo dos compostos. Derivados de
isatina foram previamente preparados e utilizados como intermediarios na sintese das
tiossemicarbazonas. A série de B-tiofenilsemicarbazonas foi obtida por meio de reacdes
assistidas por radiacdo de micro-ondas, com duracdo de 10 min na presenca acido
acético como catalizador. Os rendimentos obtidos variaram de 50-94% e foram
comparados com os apresentados na literatura. Todos os compostos foram
caracterizados por espectroscopia de RMN de H e 3C. O método desenvolvido para
sintese desses compostos em reator de micro-ondas se mostrou util e eficiente para
obtencdo dos produtos em um curto tempo de reacdo. O estudo in silico foi realizado e
indicou que os compostos estdo em conformidade com a regra de Lipinski e ADME,
apresentando uma satisfatéria biodisponibilidade oral. Os compostos foram avaliados
guanto a atividade antibacteriana para as cepas de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. A
tiossemicarbazona derivada da 5-cloro-1-metil-isatina (64) foi o Unico composto capaz
de inibir o crescimento dos microrganismos com CIM de 562,5 pug/mL, indicando forte
atividade inibitéria.

Palavras-chave: tiossemicarbazonas; B-tiofenilsemicarbazonas; atividade
antibacteriana; derivados de isatina; sintese em micro-ondas.



ABSTRACT

The indole nucleus, contained in isatin, is present in several bioactive molecules and this
makes isatin an excellent synthetic block for the development of new potentially active
compounds. Isatin derivatives are commonly reported in the literature with different
biological activities and thiosemicarbazones stand out for their synthetic simplicity and
high biological potential. Thus, this work aimed of analogous series synthesis of B-phenyl
thiosemicarbazones derived from isatin by irradiation of microwave and investigation of
antibacterial activity. Among these compounds, eight are unpublished. Preliminary
experiments were carried out by varying the parameters of catalysis, temperature and
reaction time in order to define a general method of synthesis to obtain the compounds.
Isatin derivatives were prepared and used as intermediates in the synthesis of
thiosemicarbazones. The series of B-thiophenylsemicarbazones was obtained in
reactions assisted by microwave radiation, lasting 10 min in the presence of acetic acid
as a catalyst. The yields obtained varied from 50-94% and were compared with those
presented in the literature. All compounds were characterized by 3C and 'H NMR
spectroscopy. The method developed for the synthesis of these compounds in
microwave reactor proved to be a useful and efficient to obtain the products in a short
reaction time. The in silico study was carried out and indicated that the compounds are
in compliance with the rule of Lipinski and ADME, presenting a satisfactory oral
bioavailability. The compounds were evaluated for antibacterial activity in the strains of
S. aureus, E. coli and P. aeruginosa and thiosemicarbazone derived from 5-chloro-1-
methyl-isatin (64) was the only one capable of inhibiting the growth of microorganisms
with MIC of 562.5 pg / mL, indicating strong inhibitory activity.

Keywords: thiosemicarbazones; B-phenylthiosemicarbazones; antibacterial activity;

isatin derivatives; microwave synthesis.
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1 INTRODUCAO

A isatina tem ganhado bastante destaque em trabalhos de sintese devido a sua
versatilidade sintética. Diferentes modificagdes em sua estrutura vém sendo
apresentadas no decorrer dos ultimos anos, gerando novos compostos derivados que
apresentam um amplo perfil farmacoldgico. A isatina caracteriza-se pela presenca do
nucleo indol em sua estrutura. Este nucleo integra diversas estruturas bioativas de
origem natural, configurando uma subunidade importante no desenvolvimento de

novas drogas potencialmente ativas (NEWMAN, 2008; PAKRAVAN et. al., 2013).

Os derivados de isatina sdo apresentados na literatura com diferentes atividades
farmacoldgicas, tais como anticancer, leishimanicida, anticonvulsivante, antifungica,
antiviral e antibacteriana (PANDEYA et. al., 2005; BHRIGU et. al., 2010; PAKRAVAN et.
al., 2013). Dentre os compostos derivados de isatina, destacam-se as
tiossemicarbazonas por ampliarem ainda mais a versatilidade sintética e farmacoldgica
da isatina, uma vez que estes compostos sao frequentemente utilizados na sinese de

novas estruturas potencialmente ativas (GUO, 2019).

Conhecidas pelas diversas aplicacGes farmacoldgicas, as tiossemicarbazonas
configuram uma importante classe de compostos bastante estudada dentro da quimica
medicinal. Esses compostos podem atuar como inibidores de enzimas através de
complexacao de metais enddgenos ou ainda em reac¢des do tipo redox, além de atuarem

como intercaladores de DNA (BERALDO, 2004).

A sintese de isatina-pB-tiossemicarbazonas é comumente apresentada em
sistema de refluxo, com tempos reacionais que variam de 1-5 horas, ou ainda no modo
overnight. O fato desta classe de compostos ser utilizada como intermediaria na sintese
de outros compostos faz necessaria a busca por uma sintese mais eficiente e com
tempos reacionais mais curtos. Alguns estudos vém apresentando métodos alternativos
para a sintese de isatina-B-tiossemicarbazonas, com aplicacdo de diferentes tipos de
catalisadores, buscando uma diminuicdo no periodo de tempo destas reacdes

(PAKRAVAN et. al., 2013).
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A radiacdo de micro-ondas também é apresentada como alternativa sintética ao
sistema de refluxo, e vém mostrando avangos significativos na otimiza¢do dessas
reacoes, em tempos que variam de 5-10 min (DEVI et. al., 2017). A utilizacdo do reator
de micro-ondas apresenta vantagens frente ao aquecimento convencional por
apresentar taxas de aquecimento superiores e com transferéncia de calor direto para os

reagentes, tornando a sintese mais segura e reprodutivel (SANSEVERINO, 2002).

Diante disso, este trabalho busca a investiga¢cdo da sintese de uma série andloga
de isatina-B-tiossemicarbazonas em reator de micro-ondas e a avaliacdo in vitro da
atividade inibitéria dos compostos em cepas bacterianas de S. aureus, E. coli e P.

aeruginosa.



Capitulo 2: Fundamentac¢ao Teorica
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

As doengas infecciosas sao uma das maiores causas de mortalidade no mundo e
o0 aumento da resisténcia microbiana, principalmente a nivel hospitalar, tem fomentado
a busca por novos agentes antimicrobianos. Esta necessidade é refletida no recorrente
apelo feito pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), nos ultimos anos, para que seja
feita uma busca intensiva por novos antimicrobianos, assim como uma conscientizagao

do uso indiscriminado e irresponsavel de antibidticos.

Uma lista com doze familias de bactérias, distribuidas entre trés niveis de
prioridade, foi divulgada pela OMS. Os patdgenos listados (Figura 1) vém apresentando
resisténcia as principais classes de antibidticos em uso clinico e, por isso, devem ser
vistos como prioridades de nivel global na pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos
antibioticos. As micobactérias, especialmente a Mycobacterium tuberculosis que é
percussora da tuberculose, e responsavel por milhares de mortes anuais, também sao
patégenos muito importantes e que ndo foram incluidos na lista, pois configuram uma
prioridade estabelecida pela OMS e que possuem programas e campanhas a parte para
fortalecer o combate a estes microrganismos. Entre as Enterobacteriaceae inclusas na
lista, estdo Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Providencia

spp. e Morganella spp. (OMS, 2017).

Figura 1 - Patégenos prioritarios estabelecidos pela OMS

Prioridade 1:
CRITICA Staphylococcus aureus

Acinetobacter baumannii ; : p
Helicobacter pylori /
Prioridade 3: &

Pseudomonas aeruginosa MEDIA |

—

Campylobacter spp. \
Streptococcus pneumoniae 8

Enterobacteriaceae Salmonclise

Haemophilus influenzae
Neisseria gonorrhoeae

Shigella spp.
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2.1 InfecgOes bacterianas

Ainfeccgdo é caracterizada pelo crescimento desordenado de microrganismo que
normalmente ndo estdo presentes dentro do hospedeiro, independente se o mesmo
encontra-se prejudicado. A infeccdo ndo é sindbnimo de doenga, mas pode levar ao
desenvolvimento da doenca, que é o dano ou lesdo tecidual que prejudica as funcdes
do hospedeiro (Figura 2). Cada patdégeno possui propriedades Unicas que contribui para
a sua patogenicidade (capacidade de um organismo causar doenca). Vale ressaltar que
até mesmo a microbiota normal pode causar infeccdo e doenca, caso os mecanismos de
defesa do hospedeiro estejam comprometidos, sendo assim caracterizados como

patdgenos oportunistas (MADIGAN, 2016).

Figura 2 - Patogénese microbiana

ﬁﬂpssi(éo adicional em sitios |CEEiSﬁ
TOXICIDADE

EXPOSIGAOQ ADESAO INVASAO INFECGAO Os efeitosda DANO
a patégenos 4 pele ou mucosas por meio do epitélio crescimento e producio toxina sao locais TECIDUAL,
de fatores de viruléncia ou sistémicos DOENGA
O -p - e toxinas
INVASIVIDADE
Q %O OOO Crescimento adicional ' o
D (@ ] [ no sitio original & em a'n OO
sitios distantes OO s ]

)

| Exposicdo adicional
S s—

Fonte: MADIGAN et. al., 2016, pag 714.

As infeccOes associadas aos cuidados de saude, também conhecidas como
infec¢des nosocomiais ou hospitalares, configuram uma preocupacgao relacionada a
resisténcia bacteriana, pois pacientes hospitalares e portadores de doencas ndo
infecciosas (ex., cancer e doencas cardiacas) acabam adquirindo infec¢Ges microbianas
mais rapido por se tratarem de hospedeiros comprometidos, cujos mecanismos de
defesa estdo inativos. Nesse contexto, microrganismos que compdem a microbiota
normal podem insurgir na condicdo de patdgeno oportunista, causando sérios
problemas de saude. O impacto do aumento descontrolado da resisténcia microbiana
se deve a inutilizacdo da maioria das drogas antibacterianas, comprometendo as vias de

tratamento para essas infec¢des.



23

2.2 Quimioterapia: agentes antimicrobianos e antibidticos

Os quimioterapicos utilizados no combate as infecgdes bacterianas sao divididos
em dois grandes grupos: os farmacos antimicrobianos sintéticos e os antibiéticos, que
sao agentes antimicrobianos de ocorréncia natural. Os antibidticos ainda podem ser
semissintéticos, quando passam por pequenas modificacdes em sua estrutura a fim de
aumentar seus efeitos antimicrobianos. Considerando suas funcionalidades, os
antibidticos classificam-se em: bacteriostaticos, quando inibem o crescimento; ou
bactericidas, quando causam a morte de microrganismos (MOLINARO, 2009;
GUIMARAES et. al., 2010; MADIGAN, 2016). A Figura 3 mostra os principais antibidticos

em uso clinico e suas classes pertencentes.

Figura 3 - Farmacos representantes de importantes classes de antibiéticos
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p—-lactémicos OH OH

H
N s
° X
o
COOH
4

Benzilpenicilina (Penicilina G)
p—lactamicos

Rifamicina B
Rifamicinas

o o
“_0
HZN@S( N-o F COOH
L |
— . .
Vancomicina N N

5 Glicopeptideos HQ A

Sulfametoxazol
Sulfonamidas 8

Ciprofloxacina
Fluorouinolonas

Além da resisténcia apresentada por patdgenos, outra preocupacdo acerca dos

antibidticos se dd ao baixo nimero de novos agentes antimicrobianos aprovados pelo
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Food and Drug Administration (FDA), que tem sido cada vez menor no decorrer dos
anos. Apesar da descoberta de novos antibidticos, muitos dos que se mostram
promissores acabam se tornando ineficazes ao longo do processo. Antibidticos como o
ceftobiprole (9), ceftarolina (11), daptomicina (13) e linezolida (14) tiveram aprovagao
para uso clinico em 2009, porém até os dias atuais poucos avancos foram observados.
A Figura 4 mostra alguns dos agentes antimicrobianos introduzidos no mercado
farmacéutico e aprovados para estudos clinicos nos ultimos anos (GUIMARAES et. al.,

2010; SILVA & AQUINO, 2018; ROCHA et. al., 2019).

Figura 4 - Antibidticos recém introduzidos no mercado farmacéutico e em estudo clinico
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Fonte: Adaptado de GUIMARAES et. al., 2010.
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A busca por novos antibioticos tem se refletido nas diferentes estratégias de
pesquisas desenvolvidas acerca desta tematica. O uso de técnicas de metagenoma,
biossintese combinatdria e exploracdo gendmica, tem lancado boas perspectivas de
cultivo de varios microrganismos que antes ndo podiam ser cultivados, possibilitando a
descoberta de novas substancias com atividade antibidtica. Novas fontes de produtos
naturais ainda pouco exploradas tém se tornado alvo de pesquisadores, pois os
antibidticos advindos dessas fontes possuem estruturas quimicas complexas e com
grande importancia devido as interagdes especificas com os patégenos. A Figura 5
mostra alguns antibidticos recém descobertos através dessas técnicas (SILVA &

AQUINO, 2018; ROCHA et. al., 2019).

Figura 5 - Antibidticos obtidos através de ferramentas gen6micas

19

Turbomicina A Turbomicina B ﬁi(NH H HN/lO

23
Guanacastepeno A

25
Teixobactina

Fonte: Adaptado de GUIMARAES et. al., 2010.
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A busca por outras classes de compostos com atividade antibacteriana também
tem sido o alvo de quimicos sintéticos. Na literatura, uma classe de compostos derivados
de isatina tem ganhado cada vez mais destaque devido a versatilidade sintética dessa
estrutura frente ao alto potencial farmacolégico apresentado pelos seus derivados

(PAKRAVAN et. al., 2013; GUO, 2019).

2.3 Isatina: versatilidade sintética e atividade bioldgica

A isatina (26) é um composto heterociclo que tem como principal caracteristica
o nucleo indol (27) (Figura 6). Este nucleo é presente em varias moléculas bioativas, tais
como a daptomicina (13), turbomicina A e B (19 e 20) e lugdunina (21). A isatina possui
atividade ansiogénica, sedativa, anticonvulsivante, inibidora da enzima fosfatase
alcalina e antidepressiva, sendo o efeito inibidor da enzima mono amina-oxidase a a¢ao
in vitro mais potente ja registrada para esta estrutura (PANDEYA et. al., 2005; BHRIGU
et. al., 2010; PAKRAVAN et. al., 2013).

Figura 6 - Estrutura da isatina

o)
4 g 3 ,
6 N1 N
7 9H H
26 27
Isatina Indol

Comumente, a isatina é utilizada em trabalhos de sintese como bloco sintético
para o desenvolvimento de novos compostos que apresentam as mais variadas
atividades farmacoldgicas, tais como antimicrobiana, anticancer, antiviral,
anticonvulsivante, anti-inflamatdria e analgésica (PANDEYA et. al., 2005; BHRIGU et. al.,
2010; PAKRAVAN et. al., 2013; GUQ, 2019). O uso da isatina como precursora de novas

moléculas potencialmente ativas passa pela sua versatilidade sintética, como mostra a
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Figura 7, permitindo diferentes modificacGes em sua estrutura e ampliando o escopo de

estruturas derivadas.

Figura 7 - Versatilidade sintética da isatina

Carbonila ceténica (3):
reacdes de condensacao,
adicao e reducéo.

Anel aromatico (5 e 7):
reacdes de substituicao ; i
eletrofilica aromatica. Carbonila amidica (2):

reacdes de reducao e
substituicdo nucleofilica aciclica.

Nitrogénio amidico (1):
reacdes de N-alquilacéo e
N-acilagao.

A versatilidade da isatina vai além das rea¢bes de substituiciao eletrofilica
aromatica, adicdo e reducdo de carbonila e N-alquilagGes ou acilagdes. A utilizacdo dos
seus derivados como intermediarios de novos compostos aumenta as possibilidades
sintéticas a partir da isatina. Isso pode ser visto na reagdo de 3-indolilagao (Esquema 1)
catalisada por Fe (lll) através de radiacdo de ultrassom, apresentada por Khorshidi e

Tabatabaeian (2011).

Esquema 1 - Sintese de 3-indolilacdo da isatina promovida por ultrassom

o)
@ﬁg:o N @ Fe (I), H,0:EtOH (6:4))
N N 5-25 min, 50 °C, )))

26 27
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As reacoes de ciclizacdo catalisadas por paladio (33), seguida da conversdo em

alcaloides (34 e 35), apresentadas por Torres e colaboradores (2004) s3ao um exemplo

das vdrias possibilidades de manipulagdo da estrutura da isatina (Esquema 1).

Esquema 2 - Sintese total de alcaléides Amaryllidaceae

(b) (CH,OH),, tolueno, H,SOy,;

(c) 0.1 M em DMF, 10 mol% Pd(OAc),, O
1 equiv BuyNBr, 5 equiv KOAc, 100 °C; R,

(d) 6 N HCI/THF (1:1, v/v) refluxo, R;

(e) BH3.THF (3 mol equiv) 35

0 o] Jd ]
R a R p R o
o — » o —— o
X, X, X,
29 X,
+ R3 R3
R R Rz
3:©(\c| 2
32
R, X, 31
30
R1
A\
(a) DMF, K,CO3, Nal; N

o
R, (o)
(I )-°
N
R, 33

A abertura do anel da isatina para gerar acidos antranilicos (37), relatada por Rio

e colaboradores (2015), é um outro exemplo de transformacao sintética da isatina que

conduz a compostos bioativos (Esquema 3).

Esquema 3 - Sintese de acidos antranilicos

o
N NaOH (5%), H,0, (30%)
R—— o >
|
Z N
\R'
36

A ciclizacdo de tiossemicarbazonas derivadas da isatina para formar compostos

do tipo espiro é uma outra estratégia sintética que conduz a estruturas com um alto

potencial de atividade farmacolégica. Como relata Olomola e colaboradores (2010), a
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tiosssemicarbazona (38) e o espiro-(indol-(1,3,4-tiadiazol)) (39) mostraram-se ativos

contra cepas bacterianas (Esquema 4).

Esquema 4 - Sintese de espiro-(indol-(1,3,4-tiadiazol))

Ny °  F°
0 N-NH B )LN/NYNH

H,NNHCSNH, [ Acz0, N\ 7 S
(o] o o
H EtOH/H,0, Refluxo, 1 h ” Refluxo, 3 h N

26 38 39

Os derivados de isatina sdo reportados na literatura com as mais variadas
atividades farmacoldgicas (Figura 8), tais como anticonvulsivante, anticancer,

intercaladores de DNA, antifungica, antibacteriana e antiviral, entre outras (PAKRAVAN

et. al.,, 2013).

Figura 8 - Derivados de isatina farmacologicamente ativos
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Entre os derivados de

isatina,
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destacam-se as semicarbazonas e as

tiossemicarbazonas, que chamam a atenc¢ao pela simplicidade sintética frente ao alto

potencial farmacolégico apresentado.

2.3.1 Tiossemicarbazonas derivadas da isatina

O interesse nesta classe de compostos tornou-se crescente diante das variadas

atividades apresentadas. Além do mais, o conhecimento do farmaco metisazona (46),

pertencente a essa classe, levou a busca por novos alvos, a fim de ampliar o espectro de

atividade desses compostos (PANDEYA et. al., 2005; PAKRAVAN et. al., 2013; GUO,

2019). Apesar destas estruturas apresentarem diferentes tipos de atividades, destaca-

se a atividade antiviral e antibacteriana (Figura 9).

Figura 9 - Tiossemicarbazonas com atividade antibacteriana

OAc OAc \\N/\\X
A
47 48
47aR =H; 48a X =0; R=Cl,
47b R = Et; 48b X =0; R=Br;
47c R = Alil; 48c X =0; R=NO,;
47d R = Bu.

48d X = O; R = OMe;
H 48e X =CH,; R=Cl;
N 48f X = CH,; R=Br;
48g X = CH,; R=NO,.

50a R = 2-F; 66g R = 4-CFj;
50b R = 3-F; 66h R = 2,4-F,;
50c R = 2-OCF3; 66i R =2,5-F,;
50d R = 4-OCF3; 66j R =2,6-F;
50e R = 2-CF3; 66k R = 3,5-F,;
50f R=3-CF;. 661 R=2,4,6-Cl,.

49a R, =7-F: R, =H;

49b R, =7-Cl; R, = H;

49c R, = 5-Cl; Ry = 4-F;
49d R, =5-Br; R, = H;

49e R, = 5-NO,-7-Br; R, = 4-F;
49f R, = 5-F; R, = 4-F;

49g Ry =H; R, = H;

49h R, = H; R, = 4-F;

49i R, = 5-Br-7-Br; R, = 4-F;
49j Ry = 5-NOy; R, = 4-F;
49k R, = 7-Cl; R, = 4-Cl;
491 R, =7-Cl; R, = 4-Me;
49m R, = 7-Cl; R, = 2-Me;
49n R, =7-Br; R, = 4-F;

Fonte: Adaptado de GUO, 20109.

490 R, = 7-Br; R, = 4-C|;
49p Ry = 7-Me; R, = 4-F;
49q Ry = 7-Me; R, = 4-Cl;
49r R, = 7-F; R, = 3-Me;
49s R, = 7-Cl; R, = 3-Cl;
49t Ry =7-F; Ry, = 3-F;
49u R, =7-F; R, = 3-Cl;
49v R, = 7-Cl; R, = 3-F;
49w R, = 7-Br; R, = 2-OMe;
49x Ry = 7-Br; R, = 3-F;
49y R, = 7-Br; R, = 3-Cl;
49z R, =7-Br; R, = 4-Br;
49z, R, = 7-F; R, = 2-OMe;
49z, Ry = 7-I; R, = 2-OMe.
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Um estudo de relacdo estrutura-atividade (REA) revelou que a inser¢do do grupo
tiossemicarbazona na posicdao C-3 da isatina melhora a atividade antibacteriana dos
compostos quando comparados com os analogos cetonicos. Além do mais, a introducdo
de halogénios na posicao C-5 do anel isatinico contribuiram para a atividade com o
grupo -Cl, mostrando-se mais ativo do que o grupo -Br e o grupo -H (PANDEYA, et. al.,,
2000; GUO et. al.,, 2019). Outros autores também relatam melhora na atividade
bioldgica dos compostos com a adicdo de halogénios ao anel aromadtico, além da
diminuicdo na toxicidade (HARVISON et. al., 1986; ZHANG et. al., 2015; BORGES et. al.,
2018).

Um outro estudo de REA indicou que a introduc¢do do grupo -NO; na posicdo C-5
daisatina tornou os compostos nitrados mais ativos do que os analogos ndo substituidos
(GUOQ, et. al., 2019). O grupo nitro esta presente em varios compostos bioativos e, como
relatado por Paula e colaboradores (2009), essa atividade farmacolégica é dependente
do -NO; que é facilmente reduzido devido ao seu cardter aceptor de elétrons. Como
relatado pelos autores, a maioria dos nitrocompostos que possuem atividade
antineopldsica, antiparasitdria e antibacteriana tem o processo de biorreducado
enzimatica do grupo como provavel mecanismo de agdo, e isso faz com que o grupo
nitro seja indispensavel para essa atividade farmacoldgica. Por outro lado, a reducao in
vivo dos compostos com grupos nitros, ligados a anéis aromaticos, pode estar
relacionada com os efeitos toxicos dessas moléculas (TOCHER, 1997). Deve-se
considerar que a toxicidade de compostos nitrogenados depende de outros fatores,
como a estrutura quimica, dose utilizada e tempo de exposicao, e, em condi¢des
controladas, a aplicacdo terapéutica desses compostos pode ser possivel (PAULA et. al.,

2009).

2.3.1.1 Sintese de isatina-8-tiossemicarbazonas e aplicacbes

A sintese direta de isatina-B-tiossemicarbazonas é conhecida desde a década de
60 e até hoje possui grande utilidade sintética devido a simplicidade de obtencado dos

produtos alinhada ao alto potencial de atividade farmacoldgica apresentada por esta
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classe de compostos (46-50), além da possibilidade de utilizacdo das tiossemicarbazonas

como percussoras de novas moléculas bioativas (39).

Isatina-B-tiossemicarbazonas sdao comumente obtidas em reagbes de
condensagdo entre a isatina e uma tiossemicarbazida (Esquema 5a), em sistema de
refluxo que varia de 1-5 horas, utilizando etanol, ou metanol, como solvente e acido
acético como catalisador (KANG et. al., 2011; ZHANG et. al., 2015). Porém, ha relatos de
métodos alternativos, tais como descritos por Chavan e colaboradores (2016) que
obtém a metisazona (46) fazendo uso de extrato de frutos de acdcia como catalisador
(Esquema 5b), tornando possivel a reacdo a temperatura ambiente e em um curto

periodo de tempo.

Esquema 5 — Métodos utilizados para obtencdo de isatina-B-tiossemicarbazonas

(b)
s R (@) Catalizador (20%)
N, t.a., 2 min S\ _NH
R 2
N-NH 2 NH
s N-
/
@Eg:o H,NNHCSNR{R, Cf/g:o " HZN\N)LNHZ h .
N EtOH, AcOH, Refluxo N H N
51 26 46
EtOH, AcOH I
M.O., 10 min
(c)

A reacdo para obtencdo do mesmo produto (46), e outros analogos, é
apresentada por Devi e colaboradores (2017) através da radiacdo de micro-ondas por
10 minutos (Esquema 5c), mostrando que o uso do reator de micro-ondas torna a

sintese mais rapida quando comparada com o sistema em refluxo.

A utilizacdo do reator de micro-ondas possui vantagens sobre o aquecimento
convencional, com taxas de aquecimento muito maiores. Isso porque a energia é
transferida diretamente para a amostra, sem contato fisico com a fonte de
aquecimento. Na literatura, o aguecimento em micro-ondas é apontado por influenciar
no aumento dos rendimentos, maior seletividade e diminuicdo na decomposicao

térmica em reacdes organicas (SANSEVERINO, 2002; KAPPE & DALLINGER, 2006).
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As isatina-B-tiossemicarbazonas também sdo importantes intermedidrios
sintéticos para o desenvolvimento de novas drogas. Na literatura, estes compostos sao
utilizados como ligantes em sintese de complexos metalicos e como percursores de

diferentes espiros tiazéis (OMAR, et. al., 1984; KARALI, et. al., 1998; ALI, et. al., 2014).

Esquema 6 — Aplica¢Oes de isatina-B-tiossemicarbazonas em sintese
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L N 47&0'1 p R 7 o EtOH, refluxo
0“-~Ni—'»- , refluxo 270 R. o
W----0 = ’s
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e 1 R
| N=( 53
/ F NH
Rz @ EtOH, refluxo (OMAR, et. al., 1984)
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(ALL, et. al., 2014) /I\C0002H5 ocl
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— N "
)—S ,N% 3
N-N Mo
/
X
Z N N\
R, Ry
54 55

(KARALL, et. al., 1998)

Tudo isso mostra a diversidade sintética dos derivados de isatina e ajuda a
entender o porqué deste nucleo ser frequentemente utilizado como bloco sintético para
a construcdo de novos compostos potencialmente ativos. Adicionado ao alto potencial
bioldgico da classe tiossemicarbazona, que apresenta um amplo perfil farmacolégico, a
isatina torna-se ainda mais versatil no que diz respeito as suas possibilidades sintéticas

e aplicacdes farmacoldgicas.
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3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar a sintese de uma série analoga de quinze B-feniltiossemicarbazonas
através dos derivados de isatina em reator de micro-ondas, seguida da avaliacdo in vitro
da atividade antibacteriana e analise qualitativa das relagdes entre estrutura e atividade

(REA).

3.2  Objetivos especificos

M Sintetizar derivados de isatina nitrados e clorados;

M Sintetizar derivados de isatina N-alquilados, com a inser¢do do grupo metila e

alila;

M Utilizar o reator de micro-ondas na sintese das B-feniltiossemicarbazonas

utilizando os derivados de isatina;

M Avaliar a atividade antibacteriana in vitro das B-feniltiossemicarbazonas em
cepas de S. aureus (ATCC-13150), E. coli (ATCC -18739) e P. aeruginosa (ATCC —
9027).

M Discutir as relagdes estrutura-atividade (REA) dos compostos.
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4 ESTRATEGIA

Com a finalidade de explorar ainda mais a versatilidade do nucleo indol,
idealizamos a sintese de 15 hidrazinas derivadas da isatina. Essa classe de compostos
também ¢é conhecida como tiossemicarbazonas ou, mais especificamente, B-
feniltiossemiarbazonas, e vem sendo apresentada na literatura com variadas atividades
farmacoldgicas, das quais destaca-se a atividade antimicrobiana (BHRIGU et. al., 2010;

PAKRAVAN et. al., 2013; GUO, 2019).

A nossa estratégia sintética para obtencdo desses compostos tem como base a
obtencdo dos intermediarios, derivados de isatina, e esta ilustrada no Esquema 7 a

seguir.

Esquema 7 — Etapas reacionais de obtencdo dos compostos

[o)
I /© R1 :
2 \NJJ\N + N N
H H \ \
R, Rs R

Comercial 26e - 26n R; = Me, Alil 499 R{=H;R;=H; R;=H
56 R;=H;R,=H;R;=Me
57 Ry=H; R, =H;R;=Alil

Br 49d R,;=Br;Ry = H; Ry =H

et [ 58 R,=Br;R,=H; R, =Me
b 59 R;=Br; R, =H; R3;=Alil
60 R1=N02;R2=H;R3=H
61 R;=NO,; R, =H; Ry = Me
o 62 R,=NO,; R, = H; R; = Alil

(0] R, 63 R;=CIR;=H;R3=H

a o 64 R,=Cl;R,=H;R;=Me

°O —— 65 Ry =Cl; R, = H; R, = Alil

N 66 R,=Cl;R,=Cl;R;=H

26 67 R1 = CI, Rz = CI, R3 = Me
68 R, =Cl; R, = Cl; R, = Alil

Agentes alquilantes
Comerciais

Iz

Comercial 26 R;=H; R,=H
Comercial 26a R;=Br; R,=H
26b Ry =NO, R;=H
26c Ry=Cl; R,=H
26d Ry=Cl; R,=ClI

a— (1) NaNOs; HzS04; (2) ATIC, H2S04; b = K,COs; DMF; ¢ — MeOH, CHsCOOH, M.0O., 100 °C.

Como descrito no Esquema 7, a primeira parte do trabalho consiste em realizar

substituicGes no anel aromatico da isatina com a insercdo dos grupos cloro e nitro (que,
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de acordo com a literatura, favorecem a atividade antibacteriana desses compostos). Na
sequéncia, a isatina e a 5-bromo-isatina, ambos reagentes comerciais, juntos com os
derivados clorados e nitrados sdo submetidos a reagdes de N-alquilagdo (com a
finalidade de aumentar a lipofilicidade dos compostos). Os produtos N-metilados sdo
obtidos a partir do iodeto de metila, e os produtos N-alilados, a partir do brometo de
alila. Os agentes alquilantes também sdo de origem comercial. Por fim, todos os
derivados de isatina sao submetidos a reagdes em micro-ondas com o regente comercial

4-feniltiossemicarbazida para dar origem aos compostos propostos.

Todos as B-feniltiossemicarbazonas propostas nesse trabalho estdo
representadas na Figura 10.
Figura 10 — Estruturas proposta
Ph Ph Ph Ph
S S f Ph s
\-NH \-NH SYNH SyN’H NH
N-NH N-NH N-NH N-NH N-NH
4 Br 4 O,N i cl N cl 4
) o mo o o
N N N N N
H H H H a !
49g 49d 60 63 66
Ph g Ph Ph Ph g Pn
S\_NH \-NH S\_NH S§/NH NH
N-NH N-NH N-NH N-NH N-NH
) Br / O,N | cl 4 c /
N N N N N
\ \ \ \ a
56 58 61 64 67
Ph Ph Ph Ph s Ph
S s S S NH
NH NH NH NH
N~N>H/ N"\?H/ y N"‘?H/ [;]/NH

Br. / O,N 7JNH cl / cl
N N N
¢ ¢ ¢
59 62 65

Entre as tiossemicarbazonas apresentadas neste plano de trabalho, sete ja sdo
reportadas na literatura e destacam-se frente a atividade antibacteriana e antiviral
(BAUER et. al., 1960; OMAR et. al., 1984; TERZIOGLU et. al., 2006; KANG et. al., 2011;
PERVERZ et. al., 2013; ZHANG et al., 2015; BALACHANDRAN et. al., 2018). As demais
tiossemicarbazonas que compdem esse plano de trabalho sdo inéditas na literatura. No

que diz respeito a obtencdo desses compostos, eles sdio comumente obtidos em sintese
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via aguecimento em refluxo, com tempos reacionais que variam de 2-5 horas. Diante
disso, optamos pelo uso do reator de micro-ondas para tentar diminuir o tempo de
reacdo e, consecutivamente, aumentar os rendimentos, buscando uma sintese mais

eficiente para essa classe de compostos.

O estudo in silico das semicarbazonas serd realizado e utilizado para prever
importantes propriedades farmacocinéticas e fisico-quimicas desses compostos. O
conhecimento dessas propriedades, tais como absorg¢ao, distribui¢ao, metabolismo,
excrecdo e toxicidade (ADMETox), sdo indispensaveis no processo de desenvolvimento
de novas drogas e ajudam a prever a biodisponibilidade oral de novos candidatos a

farmacos (LIPINSK et. al., 1997).

O programa SwissADME, disponivel online (http://www.swissadme.ch), serd

utilizado para prever as propriedades fisico-quimicas (Log P, nimero de aceptores e
doadores de ligacdo de hidrogénio, entre outras). O software PreADMET, disponivel

online (http://preadmet.omdrc.org), serd utilizado para predizer importantes

interacGes inerentes as etapas de ADMETox (absorcdo intestinal humana,
permeabilidade celular in vitro para células Caco-2 e MDCK, permeabilidade cutanea,
ligagdo as proteinas plasmaticas, penetragao da barreira hematoencefdlica, além das
possiveis interacées com as enzimas do citocromo P450). Esses programas vém sendo
utilizados em estudos recentes e tém se mostrado uma base segura para os calculos

dessas propriedades (DAINA et. al., 2017; KUMAR et. al., 2017; DOLABELA et. al., 2018).

A avaliagdo da atividade antibacteriana sera realizada no Laboratério de
Micologia, no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (CCS/UFPB), coordenado pela
professora Edeltrudes de Oliveira Lima. Os compostos serdo avaliados quanto a sua
atividade antibacteriana para as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC-13150),
Escherichia coli (ATCC -18739) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC — 9027), que sao
apontadas pela OMS como um dos principais patdgenos com alto nivel de resisténcia

aos antibidticos, representando um grande risco a saude publica mundial.


http://www.swissadme.ch)/
http://preadmet.bmdrc.org/

Capitulo 5: Resultados e discussao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparagao dos intermediarios derivados de isatina 26b-n

A primeira parte do trabalho consistiu na sintese dos intermediarios derivados
de isatina, onde foram promovidas rea¢ées de substituicdo eletrolitica aromatica (SEar)
para introduzir os grupos -Cl e -NO; no anel da isatina, além de reacdes de N-alquilagdes

para inserir os grupos metil e alil.

A reacdo de nitracdo da isatina (Esquema 8) foi realizada com base em
procedimento ja descrito na literatura por Da Silva e colaboradores (2010). A
metodologia foi escolhida levando em consideracdo a praticidade, além do baixo custo
e da baixa toxidade. A reagdo gerou 73% de um produto sélido amarelo que foi
caracterizado por RMN H e 13C. Os deslocamentos quimicos foram comparados com os
da literatura, confirmando a formacado da 5-nitro-isatina, e estdo descritos na se¢do de

métodos experimentais desse trabalho.

Esquema 8 - Reacdo de nitracdo da isatina

(o) (o]
NaNO; (10 mmol), H,SO, (20 mL) O.N
(0] > (0]
N o N
H 0°C,1,5h H
26 26b
10 mmol 73%

A formacdo do produto nitrado pode ser entendida através do mecanismo de
substituicdo eletrofilica aromatica descrito no Esquema 9. Incialmente, temos a reacdo
entre o acido sulfurico e o nitrato de sédio gerando ion nitronio, ion hidrogenossulfato
e o ion hidronio. Além de solubilizar o meio, o acido sulfurico tem a finalidade de
aumentar a concentrac¢ao do ion nitronio e acidificar o meio reacional, garantindo uma
maior velocidade na reacgdo. Dessa forma, na primeira etapa da reag¢ao ocorre o ataque

dos elétrons do sistema m do anel aromatico da isatina ao ion nitronio, seguida da
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formacdo do complexo-o. Na sequéncia, ocorre a restauracdo da aromaticidade ap6s a

captura de proéton pelo ion hidrogenossulfato.

Esquema 9 - Mecanismo de formacao da 5-nitro-isatina 26b

HzSO4 + NaN03 HNO3 + NaHSO4

.
NO, + HOS0,0" + H,0

HNO; + 2 H,SO, H,NO, + HOS0,0°

N (0]
o lenta o- O,N
Ny o — H @ 0o — - o
Cn N (0] (r N N
TR @ H
26 HO-3-0: 26b

Na estrutura da isatina temos o grupo cetona que atua como desativante do anel
aromatico, porém o grupo amida, também presente, tem efeito ativante e supera o
efeito desativante. O grupo amida é orto e para-dirigente, e isso explica por que o grupo
nitro substitui na posicdo 5 do anel da isatina, posicao para em relacdo ao grupo amida

(Figura 11).

Figura 11 - Deslocalizacdo da carga positiva no complexo-o

o) 0 o
Es 4 s E E E 0 E o 2
o e n L Tpmo AT o h [ o
® 2 N N N N
6 7 H H H H

Iz

Observando as formas candnicas para o complexo-o (Figura 11), percebemos que
a carga positiva é mais dispersada através do dtomo de nitrogénio que doa o seu par de
elétrons para estabilizar o carbocation ligado a ele, contribuindo de forma significativa
para sua estabilidade. A substituicdo pelo grupo nitro, forte desativante, ndo favorece
uma segunda nitracdo na posicdo 7 do anel da isatina devido a diminuicdo de sua

reatividade.
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A cloracdo da isatina foi feita com base na metodologia proposta por Ribeiro e
colaboradores (2009), utilizando acido tricloroisocianurico (ATIC) e acido sulfurico
(Esquema 10). A utilizacdo do ATIC provém da ideia da utilizacdo de um reagente de facil

manipulagdo e baixo custo (CUNHA et. al., 2006).

Esquema 10 - Reacdo de cloragao da isatina

o)
o cl
ATIC
N H,SO, H
H R
26 26c R=H
26d R = CI

Os resultados obtidos nas reacdes de cloracdo (Tabela 1) foram similares aos
descritos na literatura, comprovando a eficdcia do método escolhido (RIBEIRO et. al.,

2009). As proporcdes utilizadas para cada reagente estdo descritas a seguir.

Tabela 1 - Rendimentos da reacdo de cloracdo via ATIC

Entrada Isatina ATIC Produto Tempo Rendimento
(mmol) (mmol) (min) (%)
1 10 4,5 26¢ 15 95
2 10 10 26d 30 92

O produto monoclorado foi obtido na proporg¢do molar de 1:0,45 (isatina/ATIC)
com 95% de rendimento, enquanto o diclorado foi obtido na propor¢ao de 1:1 com 92%
de rendimento. Devido a reacdo ser exotérmica, faz-se necessario uma adicdo lenta da
solucdo de isatina (isatina/H2504) em banho de gelo. Observou-se que a manutengdo
do banho de gelo contribuiu para a formacdo apenas do produto monoclorado. O
controle da temperatura foi fundamental para obtencdo da isatina monoclorada como

Unico produto, tendo em vista que em trabalhos anteriores do nosso grupo havia
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dificuldade em obter esse derivado sem gerar a isatina diclorada (na condicdo de
coproduto da reacdo). Ambos derivados foram caracterizados por RMN de 'H e 3C e os
deslocamentos quimicos foram comparados com a literatura, comprovando a formacao
dos produtos (DA SILVA et. al., 2010). Todos os deslocamentos quimicos podem ser

conferidos na secdao de métodos experimentais desse trabalho.

O mecanismo proposto para esta reacdo (Esquema 11) foi adaptado de Cunha e
colaboradores (2018) e tem como primeira etapa a protonac¢do do ATIC e formagdo do
ion HSO4". Em seguida, o cloro aceita um par de elétrons do sistema 1t do anel aromatico
daisatina, dando origem ao ion arénio (complexo-c). Na sequéncia, ocorre abstracdo de
um proéton pelo ion hidrogenossulfato, restaurando a aromaticidade e dando origem ao
produto monoclorado. Na rea¢ao de dicloragao ocorre uma nova protonag¢ao do ATIC
devido a restituicdo do catalisador acido e a presenca de cloro reativo no ATIC. Sendo

assim, as etapas do mecanismo de reacdao procedem como descritas anteriormente.

Esquema 11 - Mecanismo de formag¢ao da 5-cloro-isatina e da 5, 7-diclo-roisatina

I
o E -'O/\\ ﬁl |TIO (o] cl [o]
&
Y H 9 M3
CO—S—OH —_— 0O — >
_N N. I N N)_ » (o]
cl T]/ Cl o cl- T cl N ® N
H H
o o o
26 HO-§-0F
69 0
i J
o

26¢c

H,SO,

Fonte: Adaptado de Cunha et. al., 2018.
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O grupo amida, presente na isatina, tem efeito ativante e é orto e para-dirigente.
Dessa forma, o primeiro cloro substitui a posicdao 5 do anel da isatina, posicdao para em
relacdo ao grupo amida. O segundo cloro substitui na posicdo 7, que pode ser
considerada orto em relagdao ao grupo amida. Em forma similar a nitragdo (Figura 11), o
nitrogénio do grupo amida dispersa a carga positiva contribuindo para a estabilidade do
complexo-o, favorecendo a substituicdo do primeiro cloro na posicdo 5 do anel da

isatina.

Vasconcellos e Lima Junior (2009) elaboraram, com base em célculos tedricos,
uma explicacdo sobre os aspectos mecanisticos da substituicdo eletrofilica aromatica
promovida pelo ATIC em meio neutro. Isso nos ajuda a compreender o fato da primeira
cloragdo ocorrer na posicao para frente a um grupo doador de elétrons. A explicacdo
consiste na comparacao das energias dos reagentes e os complexos-c das posicdes orto,
meta e para. Eles observaram que a menor energia entre o reagente e o complexo- ¢ do
ataque na posicao para é favorecido em relacdo a posicdo orto. Esse favorecimento
também pode estar associado ao volume do eletréfilo ATIC, indicando um sinergismo

de efeitos.

As reagoes de alquilagao (Esquema 12) também foram realizadas com base em
método ja descrito na literatura que demonstra que a utilizacdo de DMF e K;COs
contribuem com menor tempo de rea¢do e maior rendimento para esses tipos de

reacOes (GANG et. al., 2011).

Esquema 12 - Protocolo geral de reacdo de alquilagdo dos derivados de isatina 26-26d

o [o]
Ry K,CO; (1,5 eq.) R
o + X-R' o
N DMF (5 mL); 2h N
R, R, R
26-26d 70-71 26e-26n
5 mmol 1,5 eq.
26e Ry = H; R, = H; R; = Me; 26j R;=CI; Ry =H; R; = Alil;
26f R, = H; R, = H; Ry = Alil; 26k R, = Cl; R, = Cl; Ry = Me;
26 Ry=H;R,=H; _7{t11 E-f“i'ﬁf-’f-'é 26g Ry =NOy; R, =H;R;=Me; 261 R;=Cl;R;=Cl; Ry = Alil;
26b Ry =NOz; R, = H; = All; X =Br. 26h Ry = NOy; R, =H; Ry = Alil;  26m R, = Br; R, = H; Ry = Me;
26c R =Cl Ry =H; 26i R, =Cl; R, = H; Ry = Me; 26n R, =Br; R, = H; R, = Alil.
26d R, = CI; R, = Cl;
26a Ry =Br; R, =H;
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Os derivados metilados foram obtidos a partir da reacdo utilizando os derivados
sintetizados anteriormente e o iodeto de metila, enquanto os derivados alilados foram
preparados a partir do reagente brometo de alila. Os rendimentos obtidos estdo
descritos na Tabela 2, onde podemos verificar que o sistema K,CO3-DMF se mostrou
eficiente para esse tipo de reacao, conduzindo a bons rendimentos, como relatado por

Gang e colaboradores (2011).

Tabela 2 - Rendimentos obtidos nas reagdes de alquilagao

fo) (o)
Ry K,CO; Ry o
z O +  XRs  "puF 2n,ta. N
R, H R, Rs
26-26d 70-71 26e-26n
Entrada Composto R1 R: Rs Rend. (%)
1 26e H H Me 93
2 26f H H Alil 88
3 26g NO; H Me 62
4 26h NO; H Alil 87
5 26i cl H Me 70
6 26j cl H Alil 75
7 26k cl cl Me 81
8 26l Cl Cl Alil 77
9 26m Br H Me 87
10 26n Br H Alil 85

Reagdo acompanhada por CCD; Isolamento: separacdo liquido-liquido por acetato de etila.

Os maiores rendimentos foram obtidos com a isatina livre de substituintes no

anel aromatico, 93% para o derivado metilado (26e) e 88% para o derivado alilado (26f).
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Os derivados que apresentaram menor rendimento foram os clorados, entre 70-81%, e
o 5-nitroisatina metilado (26g) com 62%. Esses compostos ndo apresentaram conversao
completa, além de que perdas consideraveis podem ter ocorrido durante o isolamento

devido a polaridade dos compostos e sua grande afinidade pela agua.

Os compostos alquilados foram obtidos através de rea¢des de substituicdo
nucleofilica bimolecular (Sn2), como demonstra o Esquema 13. Inicialmente, ocorre a
formacao do sal de isatina, tornando o nitrogénio mais nucleofilico. Em seguida, o
nucleodfilo ataca o carbono metilico em lado oposto a ligacdo C-halogénio. No estado de
transicdo (E.T.), o carbono esta parcialmente ligado ao anion isatinico e ao brometo. O
arranjo das ligacGes passa por uma inversao tetraédrica a medida que a reacdo progride

e dd origem ao derivado alquilado e ao sal formado entre o ion potassio e o ion haleto.

Esquema 13 - Mecanismo de formagao dos derivados alquilados 26e-n

o
R4
0 + K,CO,
N
H
Rz
o
.)=0 Rs\”ccg .
N(i/H/ o
Rz
E.T.
R; = H ou CHCH,
X =1ouBr

Todos os derivados alquilados da isatina foram caracterizados por RMN de 'H e
13C e os deslocamentos quimicos apresentados est3o coerentes com a literatura (OMAR
et. al., 1984; GARDEN et. al., 1998; GANG et. al., 2011; MARTINEZ & FERREIRA, 2017).
Todos os deslocamentos quimicos estdo descritos na secdo de métodos experimentais

desse trabalho.
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5.2 Sintese das B-feniltiosemicarbazonas derivadas da isatina 49d, 49g e 56-68

Com o intuito de encontrar o protocolo mais adequado ao nosso sistema de
reacao, realizamos experimentos entre a isatina e a 4-feniltiossemicarbazida, analisando
as varidveis de solvente, catdlise, tempo e temperatura. Os resultados obtidos nessa

sequéncia de experimentos estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Variacao das condicGes de reacdo entre isatina e 4-feniltiossemicarbazida

Fh
S NH
(0] N’NH
Ry S icro- R |
\Qj&o +OHN J\ ph Micro-ondas (M.O.) 1 o
\ H H \
R2 R3 R2 R3
26 72 49g
0,5 mmol 0,52 mmol
Entrada  Solvente Catalise Temper. (°C)  Tempo (min) R (%)
1 Ac. Acético  Ac. Acético 120 5 0
2 Ac. Acético  Ac. Acético 120 10 55
3 MeOH ~  ———oeme- 120 10 12
4 MeOH Ac. Acético 120 10 58
5 MeOH Ac. Acético 100 10 72
6 MeOH Ac. Acético 140 10 13
7 MeOH Ac. Acético 100 20 64
8 MeOH Ac. Acético 100 40 37
9 MeOH Ac. Acético 80 10 52

Proporgoes utilizadas nas reagées: 5 mL de Metanol e 4 gotas de acido acético.

O primeiro experimento foi adaptado da metodologia proposta por Mamum e

colaboradores (2010), a qual promoveu reacées de semicarbazidas e tiossemicarbazidas
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utilizando um forno de micro-ondas doméstico adaptado para sintese como fonte de
energia e dcido acético como solvente. Para a investigacao inicial do protocolo, realizou-
se uma reacdo a temperatura de 120 °C na qual foi observado que apds 5 minutos de

radiacdo nao ocorreu formacgao de produto (Entrada 1).

Dessa forma, o tempo de reagdo foi dobrado para 10 minutos (Entrada 2) e foi
verificada a formacdo de precipitado marron com 55% de rendimento. Este produto foi
caracterizado por RMN de *H e 3C, confirmando a formacdo do produto esperado. Foi
realizado outro experimento mudando o solvente para metanol (Entrada 3), e foi
verificado que a mudanga no solvente nao favoreceu a reac¢ao de isatina e 4-
feniltiosemicarbazida, gerando o produto com rendimento de 12%. Um novo
experimento foi realizado (Entrada 4), combinando o metanol como solvente e o acido
acético como catalisador e mantendo fixos a temperatura de 120 °C e o tempo de 10
minutos. Com esse experimento foi obtida uma melhora no rendimento do precipitado

que foi para 58%.

Com a finalidade de verificar a influéncia da temperatura na reacgao, foi realizado
um novo experimento (Entrada 5) diminuindo a temperatura de reac¢do para 100 °C.
Foram mantidos o metanol como solvente, o dcido acético como catalisador e o tempo
de 10 minutos. Foi observado um aumento no rendimento chegando a obtencdo de 72%
de produto. Um outro experimento (Entrada 6) foi realizado, aumentando a
temperatura para 140 °C e mantendo fixa as outras condicdes como anteriormente
apresentadas. O aumento da temperatura levou a uma diminuicdo significativa no
rendimento que caiu para 13%, dado que além da sobra de matéria-prima, houve
formacao de subprodutos que ndo foram caracterizados por serem de dificil isolamento.
Os coprodutos podem ter sido originados a partir de uma possivel degradacdo. Diante

disso, a temperatura de 100 °C foi adotada para as reagdes posteriores.

Outros dois experimentos (Entradas 7 e 8) foram realizados dobrando o tempo
de reacdo para verificar se havia alguma influéncia nos resultados obtidos até entdo. Foi
verificado que o aumento do tempo para 20 minutos fez cair o rendimento para 64%, e
0 aumento para 40 minutos fez cair para 37%. Observou-se que o aumento do tempo
resultou em uma diminuicdo do rendimento, sem consumo total da matéria-prima e

com formacgdo de coproduto. Diante disso, acreditamos que o aumento do tempo
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favoreceu a reversibilidade da reagdo, assim como uma possivel degradacao. Um outro
experimento foi realizado (Entrada 9) a temperatura de 80 °C, a fim de verificar a
linearidade dos resultados apresentados, e foi constatado uma queda no rendimento

para 52%, com formagdo de coprodutos e isatina remanescente.

Diante dos resultados obtidos, foi adotado o metanol como solvente, o acido
acético como catalisador, a temperatura de 100 °C e o tempo de 10 minutos como
protocolo geral de obtengao das B-feniltiossemicarbazonas. Calculamos o rendimento a
partir da quantidade de produto precipitado recolhido devido a proximidade de
polaridades do produto, coprodutos e a isatina remanescente (Figura 17) presente, no
meio reacional, os quais geraram uma certa dificuldade de separacdo em coluna

cromatogréfica.

Figura 12 - Placa de CCD das reagdes com isatina e 4-feniltiossemicarbazida

----------------- S NH
® N-NH
o o /
] (o}
o b N
N 1
H Produto
Isatina precipitado
O
1 - Isatina (padrao) ®
2 - Aliquota da solugéo da reagao | '"1' """ "2 """

Eluigcdo em 1:1 (Ac.Etila/Hexano)

Fizemos a escolha de criar um método rapido e geral para obtencdo dos
compostos, mesmo sabendo que nem todos os derivados de isatina poderiam se
comportar de forma similar nessas condicbes de reacdo. Dessa forma, todas as B-
feniltiossemicarbazonas foram obtidas nas condi¢gdes descritas anteriormente (Entrada
5), utilizando um reator de micro-ondas com radiacdo na temperatura de 100 °C (leitura
monitorada por sensor de infravermelho) com tempo de rampa (“Run Time”) de 5
minutos e tempo de reacdo (“Hold Time”) de 10 minutos em condi¢cGes de vaso fechado

(“Closed Vessel”). Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 4.



Tabela 4 - Resultados das reagGes de formacao dos compostos 49d, 49g e 56-68

Ph
S /
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] N/?}:NH
R1\(>r€:o . j\ on MeOH, CH,COOH  Ri ! o
N H H M.O., 10 min N
R, Rs , Rs
0,5 f’nemol 0,527r31mol 49d-68
Entrada Composto R1 R: Rs R (%) Literatura
1 49g H H H 72 80% em refluxo, 2-5 h
2 56 H H Me 68 70% em refluxo, 4 h
3 57 H H Alil 60 80% em refluxo, 4 h
4 49d Br H H 53 58% em refluxo, 2 h
5 58 Br H Me 94 96% em refluxo, 4 h
6 59 Br H Alil 61 Inédita
7 60 NO> H H 77 69% em refluxo, 2 h
8 61 NO; H Me 54 Inédita
9 62 NO; H Alil 76 Inédita
10 63 cl H H 78 Refluxo, 5 h @
11 64 cl H Me 53 Inédita
12 65 cl H Alil 62 Inédita
13 66 cl cl H 85 Inédita
14 67 cl cl Me 50 Inédita
15 68 cl cl Alil 61 Inédita

a - O rendimento ndo é informado no artigo, apenas as condig¢des de sintese.



52

Na Tabela 4 temos a compara¢do dos resultados obtidos com os que ja sdo

reportados na literatura (BALACHANDRAN et. al., 2018; BAUER et. al., 1960; OMAR et.

al., 1984; TERZIOGLU et. al., 2006; PERVERZ et. al., 2010; KANG et. al., 2011; PERVERZ

et. al., 2013; ZHANG et. al. 2015). Observamos que, os rendimentos das reagdes de

formacgao das feniltiossemicarbazidas em micro-ondas foram obtidos em percentuais

muito proximos dos descritos na literatura, sé que em um tempo reacional menor. Os

compostos inéditos apresentaram rendimentos na mesma faixa dos compostos ja

conhecidos e isso torna a nossa metodologia promissora, tendo em vista que, na

literatura, essas reacdes sao apresentadas em refluxo com duracdo de 2-5 horas.

No Esquema 14 é apresentado o mecanismo de formacdo das B-

feniltiosemicarbazonas.

Esquema 14 - Mecanismo de formacao das B-feniltiossemicarbazonas 49d, 49g, 56-68

Ph Me_ S Ph
O: .
H S NH H /\‘H H %NH

R

: o .
: H R (/%",NH HO. V@
Ry . ®&%  _MeOH o HaN Ri ..
0O H Me ———. o _ o
N .e N N .o
\ R \

Hemiaminal
protonado

K Isémero Z Isémero y

Ph S oH S Ph
S NH >—Ph 1D »—NH
HN Ho RN,
N-NH N R HO
R, / R, / 1 ..
O ou o N °
N N R
R, Rs R, Rs R, 3

Fonte: Adaptado de Tendrio & Gdes et. al., 2005.

O mecanismo de formacao das B-feniltiosemicarbazonas (Esquema 8) tem inicio

com a transferéncia de préton do ion metil oxonio para o oxigénio ceténico da isatina.

Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico do nitrogénio da tiossemicarbazida, gerando
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um intermediario hemiaminal protonado. Na sequéncia, o metanol abstrai um
hidrogénio ligado ao nitrogénio protonado, gerando o intermedidrio hemiaminal
neutro. Apds, ocorre a transferéncia de préton do ion metil oxdnio para o oxigénio
alcoolico e na sequéncia, o metanol captura o hidrogénio ligado ao nitrogénio e uma

molécula de agua é liberada na formacao da ligacao dupla C=N.

53 Caracterizagao das B-feniltiosemicarbazonas

Todas as B-feniltiosemicarbazonas foram caracterizadas a partir da Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *3C. Devido a semelhanca apresentada nos espectros,
vamos apresentar nesta sec¢do a discussdo sobre os RMNs de 'H e 13C dos compostos 66,
67 e 68, os quais fazem parte das moléculas inéditas. Na Figura 13 temos o espectro de
RMN de 'H do composto 66, onde foi possivel observar todos os deslocamentos

referentes aos dez hidrogénios presentes na estrutura.

Figura 13 - Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-d6) do composto 66
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O H4 apresentou o maior deslocamento, aparecendo na regidao de 11.56 ppm. O

H1 apresentou deslocamento de 11.80 ppm e o H5 apresentou deslocamento de 10.92
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ppm. Estes hidrogénios apareceram na forma de singleto, e o fato de estarem ligados a
nitrogénios faz com seus nucleos sejam mais desblindados, resultando nesse maior
deslocamento quimico. Na estrutura, temos duas regides de aromaticos pertencentes
ao anel da isatina e ao grupo fenil, na por¢do semicarbazona. Os hidrogénios desses
anéis podem facilmente ser diferenciados, pois apresentam deslocamentos
caracteristicos devido as substituicdes promovidas no anel aromatico da isatina. Nesse
sistema aromadtico, o H2 é o mais desblindado e apresentou um singleto com
deslocamento de 7.87 ppm devido a presenca dos substituintes cloro nas posi¢cdes C5 e
C7. O H3 apareceu em uma faixa muito préxima ao H6 e H10 na forma multipleto com
deslocamentos de 7.61, a 7.58 ppm. Os hidrogénios H7 e H9 sdo quimicamente
equivalentes e apresentaram um tripleto referente a dois hidrogénios 7.45 ppm. O H8

apresentou um tripleto, esse referente a um hidrogénio, com deslocamento de 7,3 ppm.

No espectro de RMN *H do composto 67 (Figura 14) foi possivel observar todos

os sinais referentes aos hidrogénios da molécula.

Figura 14 - Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-d6) do composto 67
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A principal caracteristica do espectro do composto 67 é o surgimento do singleto

na regido de 3.49 ppm referente aos trés hidrogénios do grupo metil (H1) e,
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consequentemente, o desaparecimento do hidrogénio amidico em decorréncia da N-
alquilagdo. No espectro do composto 67, também se destaca o acoplamento meta entre
os hidrogénios H2 e H3, sendo que o H2 aparece na regido de 7.92 ppm na forma de
dupleto e o H3 aparece na regido de 7.54 ppm, também em dupleto. Os hidrogénios H6
e H10 aparecem na regido de 7.59 ppm. Os demais hidrogénios (H4, H5, H7, H8 e H9)

apresentaram deslocamentos quimicos semelhantes aos do espectro do composto 66.

No espectro do composto 68 (Figura 15), destacam-se os sinais referentes ao
grupo alila. Os hidrogénios H12 e H13 aparecem na regido de 5,16-5.07 ppm na forma

de duplo dupleto devido ao acoplamento existente entre eles e com H11.

Figura 15 - Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 68
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O H11 aparece um pouco mais desblindado, na regido de 6.03-5.93 ppm, na
forma de multipleto devido aos acoplamentos com os hidrogénios H1, H12 e H13. Os
hidrogénios H1 sdo os menos desblindados e aparecem na forma de dubleto na regido
de 4.66-4.62 ppm. Os demais hidrogénios (H2-H10) apresentaram deslocamentos

guimicos semelhantes aos espectros anteriores descritos nesta secao.
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Os espectros de RMN de 3C foram feitos seguindo a técnica de APT (Attached
Proton Test), a qual divide os sinais dos carbonos em fases de acordo com o numero de
hidrogenacdo de cada carbono. Os carbonos metilénicos (CHz) e quaternarios (C) estdo
dispostos para cima, enquanto que os carbonos metinicos (CH) e metilicos (CH3) estao

dispostos para baixo.

No espectro do composto 66 (Figura 16), observa-se a presenca de todos os
sinais referentes ao composto. Os sinais mais desblindados sdo referentes aos carbonos
C9 (em 176.26 ppm) e C1 (em 162.50 ppm), seguidos de C10 (138.68 ppm) e C8 (em
138.17ppm). Na regido de aromaticos, aparece o C2 em 130.40 ppm e C5 em 129.57
ppm. O C12 e C12’ aparecem em um Unico sinal na regido de 128.45 ppm, devido a
simetria do grupo fenil. O C6 aparece na regido de 126.90 ppm, préximo ao C13 que
aparece em 126.31 ppm. O C3 apareceu na regido de 125.69 ppm, préximo ao C4 que
apareceu na regido de 123.25 ppm. O C11 e C11’ aparecem em um Unico sinal na regiao

de 119.64 ppm e o C7 é menos desblindado, aparecendo na regido de 115.84 ppm.

Figura 16 — Espectro de '3C (DMSO, 126 MHz) do composto 66 13"'
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O espectro de RMN 3C do composto 67 (Figura 17) tem como principal caracteristica a
presenca do grupo metila (C14), o que aparece na regido de 28.62 ppm. Os demais

carbonos apresentaram sinais semelhantes ao espectro anterior.

Figura 17 — Espectro de 3C (126 MHz, DMSO-d6) do composto 67 H
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O espectro de RMN 3C do composto 68 (Figura 18) diferencia-se pela presenca
dos sinais referentes aos carbonos do grupo alila. O C14 é o menos desblindado e
aparece na regido de 42.98 ppm. O C16 aparece na regido de 116.33 ppm e pode ser
melhor observado na expansdo, devido a sua proximidade com o C7. O sinal do C15
aparece na regido de 133,12 ppm. Todos os outros sinais de carbono sdo semelhantes

aos descritos nos espectros anteriores.
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Figura 18 — Espectro de 3C (101 MHz, DMSO-d6) do composto 68
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Todos os compostos de B-feniltiossemicarbazonas apresentaram sinais de

deslocamentos quimicos semelhantes aos descritos aqui e podem ser conferidos nos

anexos desse trabalho.

5.4 Estudo in silico das B-feniltiossemicarbazonas 49d, 49g e 56-68

As propriedades farmacocinéticas dos compostos foram previstas in silico

através do programa PreADMET, disponivel online. Foram obtidos os valores de

absorcdo intestinal humana (HIA), permeabilidade celular in vitro para células do tipo

Caco-2 e MDCK, permeabilidade cutdnea, ligacdo as proteinas plasmaticas (PP) e

penetracdo da barreira hematoencefalica (BHE), além das possiveis interacdes com as

enzimas do citocromo P450, como mostra a Tabela 5.



Tabela 5 - Predicdes farmacocinéticas dos compostos 49d, 49g e 56-68

59

COMPOSTOS ABSORCAO DISTRIBUICAO METABOLISMO INIBICAO
R1 Rz R; HIA (%) Caco2 MDCK P. cutanea PP (%) BHE CYP3A4 CYP2D6 CYP (Inibidor)
(nm/seg) | (nm/seg) | (log Kp, cm/h)
49G H H H 93.66 20.91 215.96 -4.08 97.97 0.57 Substrato Nao Nao
56 H H Me 95.27 21.81 128.20 -3.28 100.00 0.13 Fracamente Nao Nao
57 H H Alil 95.74 22.75 117.92 -2.74 99.56 0.33 Fracamente Nao Nao
49D Br H H 95.19 21.70 0.28 -3.91 99.09 0.96 Substrato Nao Nao
58 Br H Me 96.33 25.01 0.06 -3.18 100.00 0.36 Fracamente Nao Nao
59 Br H Alil 96.65 28.50 0.10 -2.64 98.68 0.87 Fracamente Nao Nao
60 NO, H H 95.57 19.75 0.89 -4.3 90.21 0.01 Fracamente Nao CYP3A4
61 NO; H Me 95.66 19.75 0.26 -3.36 96.21 0.02 Fracamente Nao Nao
62 NO, H Al 96.11 18.62 0.20 -2.82 98.46 0.02 Fracamente Nao CYP2C9
63 cl H H 94.63 21.58 72.39 -4.02 99.01 0.88 Substrato Nao Nao
64 cl H Me 95.94 24.06 24.27 -3.31 100.00 0.32 Fracamente Nao Nao
65 cl H Al 96.33 26.91 45.98 -2.76 99.11 0.78 Fracamente Nao Nao
66 cl Cl H 95.41 22.24 10.06 -3.79 99.99 1.43 Substrato Nao Nao
67 cl Cl  Me 96.48 26.0 1.68 -3.21 100.00 0.78 Fracamente Nao Nao
68 cl Cl Al 96.77 31.08 11.62 -2.67 98.97 1.65 Fracamente Nao Nao

Absorgao intestinal — Alta absorg¢do: 70-100%, Absor¢ao moderada: 20-70%, Mal absorvida: 0-20%; Permeabilidade em células Caco2 e MDCK - Alta

permeabilidade: >70 nm/seg, Média permeabilidade: 4-70 nm/seg, Baixa permeabilidade <4 nm/seg; Permeablilidade cutanea — Alta permeabilidade:

<0,1, Baixa permeabilidade: > 0,1; Ligacdo as proteinas plasmaticas — Fortemente >90%, Fracamente <90%; Distribuicao na barreira hematoencefilica

- Alta distribui¢cdo > 2,0, Média distribui¢ao 2,0-0,1, Baixa distribuicdo >1,0.
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Todos os compostos apresentaram um elevado percentual de absorgao intestinal
(HIA), com valores acima de 70%, e apresentaram média permeabilidade em células
Caco2? (valores entre 4-70). Em células MDCK?, os compostos 49g, 56 e 57 apresentaram
alta permeabilidade (valores > 70); os compostos 63-66 e 68 apresentaram média
permeabilidade (valores entre 4-70); os compostos 49d e 58-62 e 67 apresentaram baixa
permeabilidade (valores < 4). As células Caco2 e MDCK se correlacionam e sdo
apontadas como modelos de confianca para predizer a absorcdo oral de um candidato
a farmaco em seres humanos. Todos os compostos também apresentaram alta
permeabilidade cutanea com valores abaixo de 0,1 (YEE et. al., 1997; YAZDANIAN et. al.,
1998; YAMASHITA et. al., 2000; UNGELL, 2004; DOLABELA et. al., 2018).

Os compostos ligam-se fortemente as proteinas plasmaticas, como indicam os
valores obtidos acima de 90%. Essas proteinas desempenham papel importante na
etapa de distribuicdo. Apds entrar na corrente sanguinea, o farmaco se encontra
dividido em duas fracdes em equilibrio dindmico: uma fracao livre, dissolvida no sangue,
e uma fracdo ligada as proteinas plasmaticas. A fracdo livre é a responsavel pelo efeito
do farmaco e também é a fracao disponivel para ser metabolizada e excretada. A ligacao
as proteinas, presentes no sangue, pode influenciar no tempo de meia-vida do farmaco
no corpo, onde a fracao ligada pode ser liberada lentamente a medida que a fragao livre
é metabolizada. Assim, recupera-se o equilibrio entre as fases ligadas e ndo-ligadas,

garantindo um efeito mais prolongado (SILVA, et. al., 2006).

Esses compostos também apresentaram moderada permeabilidade da barreira
hematoencefdlica (valores entre 2,0-0,1), indicando que os compostos sdo menos

propensos a causar neurotoxicidade (AJAY et. al., 1999; DOLABELA et. al., 2018).

Todos os compostos apresentaram metabolismo de fase 1 e por uma unica
enzima do citocromo P450 (SANTIAGO, 2003; CHENG et. al., 2009). Na Tabela 5, observa-

se que a maioria dos compostos sem substituintes N-alquila atuam como substratos de

1 Células Caco2 sdo oriundas de adenocarcinoma de célon humano (intestino grosso) e possuem a
capacidade de diferenciar-se em enterdcitos.

2 Células MDCK (Madin-Darby canine kidney) sdo oriundas de rim canino e sofrem diferenciacdo em
células epiteliais colunares com membranas semipermeaveis quando cultivadas.
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CYP3A4, enquanto os compostos nao alquilados e todos os analogos nitrados indicaram

fraca atuacdo de substrato.

Os compostos nitrados 60 e 62 apresentaram inibicdo do CYP3A4 e CYP2C9
respectivamente. Segundo Cheng et. al. (2009), a inibicdo ocorre como resultado da
ligagdo competitiva no local de ligagao da enzima, impedindo a atividade das enzimas
CYP450 de metabolizar outros agentes. Dolabela et. al. (2018) afirmam que substancias
que inibem especialmente CYP3A4 e CYP2C9 podem elevar a sua toxidade devido a
interferéncia na atividade metabdlica dessas enzimas. Os compostos que nao
apresentaram inibicdo s3ao considerados ideais e promissores, pois o0s resultados
indicam que ndo ha interferéncia no processo metabdlico. No caso dos andlogos
nitrados, a inser¢ao do grupo metila, composto 61, resultou na auséncia de inibicdo de

enzimas CYP450.

Segundo Dolabela et. al. (2018), compostos com carater mais lipofilico tendem a
permanecer no organismo por mais tempo e, devido ao processo de biotransformacao,
sao convertidos em metabdlitos com caracteristicas mais hidrofilicas. Para entender
melhor esse tipo de comportamento nas tiossemicarbazonas, foi feita a predi¢ao das

propriedades fisico-quimicas dos compostos.

As propriedades fisico-quimicas foram previstas através do programa
SwissADME, também disponivel online, através do qual foram obtidos os valores de
massa molar, nimero de aceptores e doadores de hidrogénio e Log P. Os dados obtidos

estdo sumarizados na Tabela 6.

Os compostos investigados apresentaram parametros em acordo com a regra de
Lipinski. Essa regra propde que a absorcao ou permeabilidade da molécula é prejudicada
quando a estrutura apresenta massa molar (M em g.mol) maior que 500, niUmero de
aceptores de ligacdo de hidrogénio (nALH) maior que 10, nimero de dadores de
hidrogénio (nDLH) maior que 5 e a lipossolubilidade (log P) maior que 5. Essas
propriedades fisico-quimicas sdo necessarias para que as drogas apresentem boa
solubilidade em agua e permeabilidade intestinal, caracteristicas importantes para a

biodisponibilidade oral. Os compostos sintetizados ndo apresentaram nenhuma
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violacdo dos parametros de Lipinski, caracteristicas que sdo essenciais para estruturas

candidatas a farmacos (LIPINSK et. al., 1997).

Tabela 6 - Predicdo das propriedades fisico-quimicas dos compostos 49d, 49g e 56-68

N/E:N,H
Ry ) .
IS
49d-68
Compostos R: Rz Rs3 M nALH | nDLH Log P R.M. nVL
49g H H H 296,35 2 3 2,41 89,65 0
56 H H Me 310,37 2 2 2,91 94,55 0
57 H H Alil 336,41 2 2 3,02 103,69 O
49d Br H H 375,24 2 3 2,69 97,35 0
58 Br H Me 389,27 2 2 3,21 102,25 O
59 Br H Alil 415,31 2 2 3,32 111,39 O
60 NO2 H H 341,34 4 3 1,87 98,47 0
61 NO2 H Me 355,37 4 2 2,41 103,37 O
62 NO2 H Alil 381,41 4 2 2,50 112,51 O
63 Cl H H 330,79 2 3 2,59 94,66 0
64 Cl H Me 344,82 2 2 3,10 99,56 0
65 Cl H Alil 370,86 2 2 3,22 108,70 O
66 Cl Cl H 365,24 2 3 2,75 99,67 0
67 Cl Cl Me 379,26 2 2 3,18 104,57 O
68 Cl Cl Alil 405,30 2 2 3,03 113,71 O

M = Massa Molar (g.mol?); nALH = nimero de Aceptores de Liga¢do de Hidrogénio; nDLH = nimero de

Doadores de Ligacdo de Hidrogénio; RM = Refratividade Molar; nVL = nimero de ViolacGes de Lipinski.
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Todos os compostos apresentam, no minimo, dois grupos aceptores e doadores
de hidrogénio que funcionam como sitios de interagdes que podem reagir com outras
moléculas (ex: residuos de aminoacidos) através de ligacdes de hidrogénio. Com base
nos valores de Log P, podemos inferir que os compostos ndo possuem um alto carater
lipofilico, mas a insercao de grupos N-alquila favoreceu o aumento do Log P dos
compostos. Os resultados destas analises indicam que todos os compostos mostram
conformidade com a regra de Lipinski e ADME, propriedades essenciais que sdo
utilizadas com filtros para o druglikeness® e tém a finalidade de aumentar a eficiéncia da
descoberta de novas drogas (LIPINSK et. al., 1997; LIPINSK, 2004; DOLABELA et. al.,
2018;).

5.5  Avaliagdo da atividade antibacteriana das B-feniltiossemicarbazonas 49d, 49g

e 56-68

Os compostos foram avaliados quanto a sua atividade antibacteriana para as
seguintes cepas de bactérias: Staphylococcus aureus (ATCC-13150), Escherichia coli
(ATCC -18739) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC — 9027). Os ensaios de atividade
antimicrobiana foram realizados conforme os protocolos de Cleeland e Squires (1991),
Eloff (1998) e CLSI (2008). A determinacdo da concentracdo inibitdria minima (CIM) das
amostras sobre cepas bacterianas foi realizada através da técnica de microdiluicdo em
caldo, com placa para cultura de células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96

poc¢os com fundo em “U”.

Os resultados da avaliagao da atividade antibacteriana estdo descritos na Tabela
7. Entre as moléculas investigadas, somente o composto 64 foi capaz de inibir o
crescimento dos microrganismos com concentragao inibitéria minima (CIM) de 562,5
ug/mL para Staphylococcus aureus (ATCC — 13150), Escherichia coli (ATCC -18739) e

Pseudomonas aeruginosa (ATCC — 9027).

3 Druglikeness é um conceito utilizado no design de drogas para determinar o quio "semelhante a uma
droga" é uma substancia em relagdo a fatores como a biodisponibilidade.



Tabela 7 - Resultados da avaliacdo da CIM (pg/mL) em cepas bacterianas

Ph

S\_NH

64

N-NH
R I
" o
R, Rs

S. aureus E. coli P. aeruginosa

Compostos R: R Rs (ATCC-13150) (ATCC -18739) (ATCC —-9027)
49g H H H + + +
56 H H Me + + +
57 H H Alil + + +
49d Br H H + + +
58 Br H Me + + +
59 Br H Alil + + +
60 NO2 H H + + +
61 NO2 H Me + + +
62 NO2 H Alil + + +
63 Cl H H + + +

64 cl H Me 562,5 562,5 562,5

65 Cl H Alil + + +
66 Cl Cl H + + +
67 cl cl Me + + +
68 Cl Cl Alil + + +
Controle: Meio de cultura - - -
Controle: Micro-organismo + + +

Controle: Gentamicina

(+): Crescimento do micro-organismo (-): Ndo houve crescimento microbiano.
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O produto foi considerado ativo quando inibiu, pelo menos, 50% dos micro-
organismos utilizados nos ensaios de atividade antibacteriana (CLEELAND E SQUIRES,
1991; HAFIDH et al., 2011). A atividade antibacteriana dos produtos foi interpretada e
considerada como ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: até 600 pg/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).

A tiossemicarbazona derivada da 5-cloro-1-metil-isatina (64) se mostrou
promissora por ser a Unica capaz de inibir o crescimento visivel dos micro-organismos
investigados, conforme os critérios de Holetz et al. (2002), Sartoratto et al. (2004) e
Houghton et al. (2007), apresentando forte atividade. Apesar dos demais compostos
ndo apresentarem nenhuma atividade inibitdoria, o composto 64 mostrou-se ativo,
indicando conformidade com a literatura que aponta varios andlogos de PB-

feniltiossemicarbazonas com atividade antibacteriana (ZHANG et al., 2015).

Vale ressaltar que, de acordo com o estudo in silico realizado, o composto 64
possui uma alta absorc¢do intestinal, junto a média permeabilidade de células Caco2 e
MDCK, que indicam que 1N possui média absor¢ao em células do intestino grosso e

média permeabilidade de células renais, configurando uma boa biodisponibilidade oral.

O estudo in silico também apontou a alta capacidade de 64 se ligar as proteinas
plasmdaticas e moderada permeabilidade da barreira hematoencefilica, o que indica
baixa capacidade de gerar neurotoxicidade. Além do mais, o estudo revelou que a
enzima CYP3A4 é a via metabdlica do composto que, por sua vez, ndo apresentou
nenhuma agao inibitdria de enzimas do citocromo CYP450. Os resultados de ADME sao
corroborados pelo estudo fisico-quimico que mostrou que 64 esta em conformidade
com a regra de Lipinski. Estes resultados preliminares indicam que esse composto pode

vir a tornar-se um agente de combate antibacteriano.



Capitulo 6: Conclusao
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho leva a concluirmos que todas as metodologias empregadas
foram eficientes para a obtencdo dos compostos propostos. Todos os intermediarios
derivados de isatina foram obtidos com rendimentos similares aos descritos na
literatura (62-93%). Em especial, o controle de temperatura na reacdo de cloragdo da
isatina foi indispensdvel para obtencdao do produto monoclorado com um elevado
rendimento (95%), tendo em vista que, em trabalhos anteriores do nosso grupo, a
isatina monoclorada era obtida com baixos rendimentos, devido a formacdo da isatina
diclorada que tinha sua formacgdo favorecida pela conduc¢do da reacdo a temperatura

ambiente.

O reator de micro-ondas mostrou-se eficiente para obtencdo das PB-
feniltiossemicarbazonas que apresentaram rendimentos semelhantes aos descritos na
literatura (50-94%) em tempos reacionais de 10 minutos. Consideramos que o emprego
do reator de microondas foi indispensavel para diminuir o tempo de reacdo desses

compostos, tornando esse tipo de sintese mais rapida e eficiente.

O estudo in silico indicou que os compostos da série apresentam conformidade
com a regra de Lipinski e ADME, propriedades essenciais que sdo utilizadas como filtros

para aumentar a eficiéncia da descoberta de novas drogas.

O estudo da atividade antibacteriana mostrou que entre todos os compostos,
apenas a tiossemicarbazona derivada da 5-cloro-1-metil-isatina (64) foi capaz de inibir o
crescimento das cepas de S. aureus (ATCC-13150), E. coli (ATCC -18739) e P. aeruginosa
(ATCC—-9027) com CIM de 562,5 pg/mL, indicando forte atividade inibitéria.



Capitulo 7: Parte experimental
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7 PARTE EXPERIMENTAL

7.1 Materiais e métodos

Neste trabalho foram utilizados os reagentes adquiridos através da Aldrich e
solventes adquiridos da Vetec, ambos com alto grau de pureza.0 DMF utilizado na
preparagao dos derivados alquilados da isatina foi seco, utilizando peneira molecular de
3A e mantido sob atmosfera de Argdnio. Os produtos formados foram acompanhados
pela técnica de cromatografia de camada delgada analitica (CCDA), utilizando
cromatofolhas de aluminio da marca Silicycle, suportadas em gel de silica 60 (fase
estaciondria), contendo indicador de fluorescéncia a 254nm. A fase moével utilizada foi
uma mistura de Acetato de Etila/Hexano (1:1 e 3:7). As placas contendo amostras foram
analisadas em camara de ultravioleta com comprimento de onda de 254nm. A
purificacdo dos compostos obtidos foi feita através de separacdo liquido-liquido,
utilizando Acetato de Etila como solvente extrator, e filtracdo a vacuo, utilizando dgua
destilada gelada para lavagem dos precipitados. Os solventes foram evaporados sob

pressdo reduzida e temperatura controlada em evaporador rotatdrio da marca Fisaton.

As reacOes que ocorreram sob irradiacdo de micro-ondas foram realizadas em
um reator micro-ondas CEM, modelo Discover-System benchmate, equipado com um
sistema de irradiacdo continua de UW com poténcia programavel 0-300 W, com
temperatura monitorada via sensor de infravermelho. Foram utilizados frascos de vidro
Pyrex de 10mL com parede espessa, especificos do equipamento, e selados com septos

III

modo “closed vessel”. Utilizou-se resfriamento da cavidade de micro-ondas durante o
aquecimento, para manter a temperatura controlada durante a reagdo no valor pré-

selecionado.

Todos os compostos sintetizados neste trabalho foram caracterizados mediante
a analise espectroscépica de RMN H e 13C, utilizando um espectrémetro Varian Mercury
500, operando a 400 MHz para RMN 'H e 100 MHz para RMN *3C, disponivel na Central
Analitica da Universidade Federal da Paraiba. Os deslocamentos quimicos foram

relatados em relacdo ao padrao interno Tetrametilsilano (TMS,6 = 0), usando DMSO-de
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como solvente. A técnica de ATP foi utilizada para observar a multiplicidade dos
espectros de carbono, onde os sinais sdo colocados em fase “para cima” para os
carbonos quaterndrios e metilénicos e em fase “para baixo” para os carbonos do tipo

metiinico e metilicos.

7.2 Procedimento para nitragao da isatina

O,N
0°C,1,5h H

Em um Erlenmeyer foi adicionado 850 mg (10 mmol) de NaNOs e 10 mL de H2SO4

e colocado em agitacdo a 0 °C. Em seguida foi adicionado, em outro Erlenmeyer, uma
mistura contendo 1,470 g (10 mmol) de isatina e 10 mL de H,SO4 concentrado que foi
mantida em agita¢do por 5 min a 0°C para a solubilizar a isatina. Na sequéncia, a solugdo
nitrante foi adicionada ao Erlenmeyer contendo isatina e a mistura foi mantida em
agitacdo sobre banho de gelo a 0 °C por aproximadamente 1 hora e 30 minutos. A reacdo
foi acompanhada por CCD. No fim da reagao, a mistura foi vertida em outro Erlenmeyer
contendo gelo picado e observou-se a formacdo de um precipitado amarelo que foi
filtrado a vacuo e lavado com agua destilada gelada. O produto precipitado foi obtido

com 73% de rendimento.

7.3 Procedimentos para clora¢do da isatina

fo) [o]
ATIC, H,SO, ¢l
o —=*F2 » o
N 1) 0°C, 15 min N
H 2) T.A., 30 min g N
1)R=H
2)R=Cl

A monocloracao e a dicloracdo da isatina seguem procedimentos bastante
parecidos diferindo apenas no tempo total de reacdo e a manipulacdo da temperatura

no decorrer da reag¢do. Os dois métodos sao descritos a seguir.
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7.3.1 Procedimento para monocloracdo da isatina

Em um Erlenmeyer foi adicionado 1, 045 g (4,5 mmol) ATIC e 6 mL de H,SO4 que
foi mantido em agitacdo sobre banho de gelo. Em seguida foi adicionado 1,470 g (10
mmol) de isatina e 6 mL de H,SO4 (adigdo gota a gota). A mistura foi mantida em agitacao
magnética por 15 min sobre banho de gelo a 0°C. O acompanhamento da reagao foi feto
por CCD. No fim da reacdo, a mistura foi vertida sob gelo picado e foi observado a
formagao de um precipitado alaranjado que foi lavado com agua fria em filtracdo a

vacuo. O produto precipitado foi obtido com 95% de rendimento.

7.3.2 Procedimento para diclora¢do da isatina

Em um Erlenmeyer foi adicionado 2,320 g (10 mmol) ATIC e 6 mL de H,SO4 que
foi mantido em agitacdo sobre banho de gelo. Em seguida foi adicionado 1,470 g (10
mmol) de isatina e 6 mL de H,SO4 (adi¢do gota a gota). O banho de gelo foi removido e
a mistura foi mantida em agitacdo magnética por 30 min em temperatura ambiente. O
acompanhamento da reacdo foi feto por CCD. No fim da reacdo, a mistura foi vertida
sob gelo picado e foi observado a formagao de um precipitado alaranjado que foi lavado
com agua fria em filtracdo a vacuo. O produto precipitado foi obtido com 92% de

rendimento.

7.4 Procedimento para sintese dos derivados de isatina metilados

0
R 7 R
1 K,CO,, ICH, o
o ——
N DMF, 2h N
H \

R, R;

Ry=H;R,=H R,=CL;R,=H
R;=Br;R,=H R,=CI;R,=Cl
R;=NOy; R, =H

Em um baldo de 100mL foram adicionados 5mL de DMF previamente seco, 5
mmol da isatina (ou seus derivados) e K2COs (1.5 equivalentes) mantendo a mistura sob

agitacdao magnética e temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 0,35 mL de
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iodeto de metila (1,2 equivalente). A reacdo foi acompanhada via CCD. Ap6s 2 horas de
reacdo, foi realizada extragao liquido-liquido com acetato de etila e agua destilada. A
fase organica foi tratada com NaSQy, filtrada e evaporada a pressao reduzida, obtendo-

se um solido avermelhado, com rendimentos variando de 62 a 93%.

7.5 Procedimento para sintese dos derivados de isatina alilados
(o] A R o
Ry K,COs, B !
2 3 r 0
N DMF, 2h N
R, H R, 6
\

Ri=H;R;=H R,=CI;R,=H
Ry=Br;R;=H R;=Cl;R,=ClI
R;=NO,;R,=H

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 5 mL de DMF previamente seco, 5
mmol da isatina e K2COs (1.5 equivalentes), mantendo a mistura sob agitacdo magnética
em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de brometo de alila (1,2
equivalente). A reacao foi acompanhada via CCD. Apds 2 horas de reacdo, foi realizada
extracao liquido-liquido com acetato de etila e agua destilada. Em seguida, apds ser
submetido a tratamento com NaSQg, a fase organica foi filtrada e evaporada sob pressao

reduzida obtendo um sélido avermelhado, com rendimentos variando de 75 a 88%.

7.6 Procedimento geral para sintese das B-feniltiossemicarbazonas
f’h
s§/NH
o N-NH
R s MeOH, CH,COOH  Ri !
o 4+ HZN\NJ\N,Ph : o
N H H M.O., 100 °C, 10min N
R, Rs R, Rs

Ri=H; R;=H; R3=H
Ry =H; R, =H; R3 =Me
Ry = H; R, = H; R3 = Alil
Ry =Br; R;=H; R;=H
Ry =Br; R, =H; R; = Me
Ry = Br; R, = H; R3 = Alil

R;=NO,; R,=H; R;=H
R; = NO,; R, = H; R; = Me
R; = NO,; R, = H; R; = Alil
Ry=Cl;R;=Cl;R;=H

R, =Cl; R, = Cl; Ry = Me
R, = Cl; R, = CI; Ry = All

Ry=Cl;R,=H;R;=H
R, = Cl; R, = H; R; = Me
R, = Cl; R, = H; R; = Alil

Em um tubo de vidro especifico para reator de micro-ondas, foi adicionado 0,5

mmol da isatina (ou derivados) e 3mL de MeOH, juntamente com um agitador
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magnético. A mistura foi mantida em agitacdo por 2 min para solubilizacdo. Em seguida,
foi adicionado ao tubo 0,5 mmol da N-feniltiosemicarbazida, 2 mL de MeOH e 4 gotas
de acido acético glacial. O tubo foi colocado em um reator de micro-ondas a 100 °C
(leitura monitorada por sensor de infravermelho) com tempo de rampa (“Run Time”) de
5 minutos e tempo de reacdo (“Hold Time”) de 10 minutos em condi¢cOes de vaso

fechado (“Closed Vessel”).

7.7 Deslocamentos quimicos dos Compostos

O,N
o
N
H

RMN *H (200 MHz, DMSO-d6): & 7.09 (d, 1H, Ar-H), 8.21 (d, 1H, Ar-H), 8.45 (m, 1H, Ar-
H) 11.7 (s, 1H, NH).

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): & 116.8, 122.5, 123.9, 137.4, 146.9, 159.5, 164.2 186.7.

o)

Cl
o
N

H

NMR H (400 MHz, DMSO-d6): & 6,86 (d, ] = 8,2 Hz, 1H, H7); 7,39 (s,1H, H4); 7.46 (d, J =
8,2 Hz, 1H, H6); 11,1 (s, 1H, NH).

RMN 13C (CDCI3 -DMSO-d6, 50 MHz): § 112,7; 117,2; 123,1; 126,6; 136,3; 148,1; 157,7;
182,3.
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Cl
o)
N
H
Cl

RMN H (200 MHz, DMSO-d6): 5 7.56 (d, 1H, Ar-H), 7.84 (d, 1H, Ar-H), 11.6 (s, 1H, NH).
RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): § 177.1, 120.8, 122.9, 127.1, 135.9, 146.6, 159.5, 182.4.

e

\

RMN H (200 MHz, DMSO-d6): & 3.13 (s, 3H, CH3), 7.11 (m, 2H, Ar-H), 7.60 (m, 2H, Ar-
H).

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): & 26.1,38.7,39.1,39.5,39.9,40.3, 110.5, 117 .4,
123.2,124.3, 138.3, 151.4.

[0

Br
(o)
N

\

NMR H (400 MHz, DMSO-d6): & 7.83 (dd, 1H,)= 2.0, 8.8 Hz, H-6), 7.68 (d, 1H,J= 8.8 Hz, H-6),
7.11 (d, 1H,J= 8.8 Hz, H-7), 3.12 (s,3H, CH3).

NMR C (100 MHz, DMSO-d6): O 184.99, 169.32, 159.99, 146.44, 134.87, 129.46,
117.99,115.86, 112.90, 24.07.

O,N
o)
N

\

RMN *H (200 MHz, DMSO-d6): 5 3.21 (s, 3H, CH3), 7.34 (d, 1H, Ar-H), 8.20 (s, 1H, Ar-H), 8.53 (dd,
1H, Ar-H).

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): & 111.0, 119.0, 131.2, 142.9, 148.3, 155.7, 158.9, 181.3.
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o)

Cl
o
N

\

RMN H (200 MHz, DMSO-d6): 3,16 (3H; s); 6,89 (1H; d; J 8,0 Hz); 7,43 (1H; s); 7,52 (1H; d; J 8,0
Hz); 11,43 (1H; s; NH).

RMN 13C 50 MHz (DMSO-d6): 25,4 (CH3); 116,6 (CH); 123,1 (q); 129,5 (CH); 134,0 (q); 142,6 (CH);
154,6 (q); 162,6 (q); 187.

(T o

7

RMN H (200 MHz, DMSO-d6): & 4.31 (d, 2H, CH2), 5.27 (m, 2H, =CH2), 5.85 (m, 1H, =CH), 7.09
(m, 1H, Ar-H), 7.60 (m, 1H, Ar-H).

RMN 3¢ (50 MHz, DMSO-d6): 641.7,111.1, 117.6, 123.2, 124.4, 131.3, 138.0,
150.5,157.9, 183.2.

o

0,N
o)
N

7

RMN *H (200 MHz, DMSO-d6): 8 4.40 (d, 2H, CH2), 5.30 (dd, 2H, =CH2), 5.85 (m, 1H, =CH), 7.26
(d, 1H, Ar-H), 8.26 (d, 1H, Ar-H), 8.51(dd, 1H, Ar-H).

RMNBC (50 MHz, DMSO-d6): §5542.1,111.4,117.7,118.2,119.1, 130.8, 132.8,
143.0, 154.8, 158.7, 181.0.
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o)

Br
(0]
N

7

RMN H (400 MHz, CDCE): 6§ 7.74-7.60 (m, 2H), 6.80 (d, J= 8.2 Hz, 1H), 5.80 (dddd, J= 17.1, 10.6,
5.3, 3.0 Hz, 1H), 5.35-5.24 (m, 2H), 4.34 (dd, J= 3.6, 1.7 Hz, 2H).

RMN *3C (101 MHz, CDCI3): § 182.03, 157.14, 149.47, 140.50, 129.93, 128.14, 118.94, 118.71,
116.67,112.59, 42.61.

RMN !H (400 MHz, DMSO-d6): 5 12.74 (s, 1H), 11.19 (s, 1H), 10.75 (s, 1H), 7.71 (d, J =
7.5 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.36 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.31 (td, J = 7.8, 1.0 Hz, 1H),
7.21(t,J=7.4 Hz, 1H), 7.04 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.89 (d, J = 7.8 Hz, 1H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO): 6 176.41, 162.75, 142.53, 138.50, 132.35, 131.49, 128.45,
126.16,125.71, 122.43, 121.45, 119.95, 111.15.

s o
NH
N-NH

Br /
o

N

H

RMN !H (500 MHz, DMSO-d6): & 12.61 (s, 1H), 11.32 (s, 1H), 10.87 (s, 1H), 7.99 (d, J =
2.0 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.50 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H), 7.43 (t, J = 7.9 Hz, 2H),
7.28 (t,J = 7.4 Hz, 1H), 6.89 (d, J = 8.3 Hz, 1H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO): 6 176.32, 162.33, 141.49, 138.29, 133.38, 130.90, 128.46,
126.27,125.75, 123.79, 122.21, 117.40, 114.23, 113.02.
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): & 12.54 (s, 1H), 11.85 (s, 1H), 11.09 (s, 1H), 8.68 (s, 1H),
8.27 (d,J = 7.8 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.45 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.31 (t, J = 7.0 Hz,
1H), 7.12 (d, J = 8.5 Hz, 1H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO): § 176.47, 163.05, 147.54, 142.78, 138.30, 130.31, 128.53,
127.10, 126.46, 126.08, 120.94, 116.77, 111.26.

s. n
NH
N-NH
Cl. : (/
(o]
N
H
RMN !H (400 MHz, DMSO-d6): & 12.61 (s, 1H), 11.35 (s, 1H), 10.89 (s, 1H), 7.86 (d, J =
1.8 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.43 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.38 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H),

7.28 (t,J = 7.4 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 8.4 Hz, 1H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO): 6 176.45, 162.62, 141.24, 138.40, 131.22, 130.80, 128.63,
126.76, 126.44, 125.88, 121.93, 121.16, 112.74.

RMN *H (500 MHz, DMSO-d6): & 12.56 (s, 1H), 11.80 (s, 1H), 10.92 (s, 1H), 7.87 (s, 1H),
7.61 (s, 1H), 7.59 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 7.45 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 7.4 Hz, 1H).

RMN 13C (126 MHz, DMSO): 6 176.26, 162.50, 138.68, 138.17, 130.40, 129.57, 128.45,
126.90, 126.31, 125.69, 123.25, 119.64, 115.84.
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RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 12.72 (s, 1H), 10.84 (s, 1H), 7.81 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.62
(d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.49 — 7.40 (m, 3H), 7.31 — 7.25 (m, 1H), 7.20 — 7.13 (m, 2H), 3.23 (s,
3H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO): 6 176.35, 160.85, 143.72, 138.44, 131.46, 131.33, 128.41,
126.13,125.67, 122.88, 121.03, 119.20, 109.87, 25.75

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): § 12.52 (s, 1H), 10.90 (s, 1H), 8.01 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.64
—7.57 (m, 3H), 7.47 = 7.41 (m, 2H), 7.32 = 7.27 (m, 1H), 7.19 — 7.08 (m, 1H), 3.22 (d, J =
6.6 Hz, 3H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO): § 176.29, 160.46, 142.71, 138.27, 133.21, 129.98, 128.47,
126.30, 125.77,123.42, 121.39, 114.85, 111.83, 25.88.

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): 5 12.45 (s, 1H), 11.10 (s, 1H), 8.68 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.35
(dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.46 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.39 — 7.35 (m,
1H), 7.31 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 3.30 (s, 3H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO): § 176.45, 161.33, 148.39, 143.12, 138.27, 129.33, 128.55,
126.97,126.51, 126.10, 120.18, 116.26, 111.78, 26.28.
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RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): § 12.52 (s, 1H), 10.90 (s, 1H), 7.88 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.60
(d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.49 — 7.41 (m, 3H), 7.29 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
3.22 (s, 3H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO): § 176.27, 160.61, 142.36, 138.28, 130.45, 130.15, 128.49,
127.19, 126.32,125.77, 121.06, 120.69, 111.41, 25.92.

Ph

yN'H

S
N-NH

Cl /
wo
N
Cl \
RMN *H (500 MHz, DMSO-d6): & 12.44 (s, 1H), 10.95 (s, 1H), 7.92 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.59

(d,J=7.7 Hz, 2H), 7.54 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.45 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.31 (t, J = 7.4 Hz, 1H),
3.49 (s, 3H).

RMN 13C (126 MHz, DMSO): § 176.22, 160.67, 138.13, 137.73, 131.13, 128.74, 128.46,
127.43,126.37,125.76, 123.64, 119.57, 116.10, 28.62.

Ph
S§,N'H

N—NH
L
(o]

N

7
RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): 612.70 (s, 2H), 10.86 (s, 2H), 7.84 (d, /= 7.5 Hz, 2H), 7.62
(d, J = 8.5 Hz, 5H), 7.49 — 7.40 (m, 7H), 7.28 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.23 — 7.15 (m, 3H), 7.10
(dd, J = 7.9, 4.0 Hz, 3H), 5.90 (ddt, J = 20.5, 10.2, 5.1 Hz, 3H), 5.31 = 5.19 (m, 6H), 4.41 (d,
J=5.0 Hz, 5H).
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RMN 13C (101 MHz, DMSO): § 176.35, 160.57, 142.79, 138.44, 131.45, 131.27, 131.24,
128.42, 126.15, 125.67, 123.31, 122.92, 121.20, 119.33, 117.45, 110.37, 99.53, 41.47,
41.38, 40.15, 39.94, 39.73, 39.52, 39.31, 39.10, 38.89.

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): 6 12.52 (s, 1H), 10.93 (s, 1H), 8.06 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.67
—7.56 (m, 3H), 7.44 (t,J = 7.8 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.87
(ddd, J = 22.1, 10.1, 4.9 Hz, 1H), 5.22 (t, J = 13.1 Hz, 2H), 4.40 (d, J = 4.6 Hz, 2H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO): & 176.29 (s), 160.18 (s), 141.78 (s), 138.26 (s), 129.82 (s),
121.59 (s), 117.53 (s), 114.94 (s), 41.46 (s).

RMN H (500 MHz, DMSO-d6): § 12.46 (s, 1H), 11.12 (s, 1H), 8.74 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.33
(dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.54 — 7.42 (m, 2H), 7.31 (t, J = 7.4 Hz,
2H), 5.99 — 5.85 (m, 1H), 5.25 (dd, J = 25.0, 13.8 Hz, 2H), 4.50 (s, 2H).

RMN 13C (126 MHz, DMSO): § 176.40, 160.93, 147.39, 143.17, 138.20, 130.91, 129.16,
128.47,126.78,126.42, 125.95, 120.35, 117.69, 116.39, 110.51, 41.74.
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Ph
S§/N'H

N-NH
Cl. : Ié
(o]
N
/7
RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 12.53 (s, 1H), 12.53 (s, 1H), 10.93 (s, 1H), 10.93 (s, 1H),

7.95 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.63 = 7.59 (m, 2H), 7.50 — 7.41 (m, 3H), 7.33 = 7.27 (m, 1H), 7.12
(d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.94 —5.82 (m, 1H), 5.27 — 5.18 (m, 2H), 4.41 (dd, J = 3.5, 1.5 Hz, 2H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO): § 176.31, 160.35, 141.44, 138.25, 131.24, 130.40, 130.02,
128.48,127.24,126.31, 125.72, 121.25, 120.84, 117.51, 111.92, 41.46.

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): 6 12.45 (s, 1H), 11.01 (s, 1H), 7.97 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.57
(s, 1H), 7.55 (d, J = 1.9 Hz, 2H), 7.44 (t, J = 7.9 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.03 — 5.93
(m, 1H), 5.16 (dd, J = 10.6, 0.9 Hz, 1H), 5.07 (dd, J = 17.3, 0.9 Hz, 1H), 4.66 — 4.62 (m, 2H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO): 6 176.60, 161.00, 138.38, 137.27, 133.12, 131.68, 129.11,
128.89, 128.01, 126.84, 126.13, 124.21, 120.10, 116.33, 116.30, 42.98.
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Espectro 3: RMN 'H (DMSO, 400 MHz) do (Z)-2-(1-metil-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-

hidrazinacarbotioamida
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Espectro 5: RMN !'H (DMSO, 400 MHz) do (Z)-2-(1-alil-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida
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Espectro 7: RMN !H (DMSO, 500 MHz) do (Z)-2-(5-bromo-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida
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Espectro 8: RMN 3C (DMSO, 100 MHz) do (Z)-2-(5-bromo-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-
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Espectro 9: RMN H (DMSO, 400 MHz) do (Z)-2-(5-bromo-1-metil-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-
fenil-hidrazinocarbotioamida

o RSN B LT
33 S3RAR TIT ARQSS3
0 NSNS ~ NSNS l\l\l\l\l\l\k30000
% - [l NI S
| NH
J s S N
20000 N-
Br /
0
10000 N
\
I
T
a
o
T T T T T T T T
79 7.8 77 76 75 74 73,72 7.1
)
I
J ] |
2
6 15 4 153 12 1 0 s s 7 6 5 4 3 2 1 o a1 2
f1 (ppm)

[~ 38ULL

36000

34000

32000

30000

28000

26000

[~24000

22000

20000

18000

16000

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

-2000

Espectro 10: RMN 3C (DMSO, 100 MHz) do (Z)-2-(5-bromo-1-metil-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-
fenil-hidrazinocarbotioamida
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Espectro 11: RMN 'H (DMSO, 400 MHz) do (Z)-2-(1-alil-5-bromo-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-

hidrazinacarbotioamida
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Espectro 12: RMN 3C (DMSO, 100 MHz) do (Z)-2-(1-alil-5-bromo-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil

hidrazinacarbotioamida
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Espectro 13: RMN H
hidrazinacarbotioamida
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Espectro 14: RMN 3C (DMSO, 100 MHz) do (Z)-2-(5-nitro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-

hidrazinacarbotioamida
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Espectro 15: RMN *H (DMSO, 400 MHz) do (Z)-2-(1-metil-5-nitro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-
hidrazinocarbotioamida
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Espectro 16: RMN 3C (DMSO, 100 MHz) do (Z)-2-(1-metil-5-nitro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-
fenil-hidrazinocarbotioamida
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Espectro 17: RMN H (DMSO, 500 MHz) do (Z)-2-(1-alil-5-nitro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida
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Espectro 18: RMN 3C (DMSO, 126 MHz) do (Z)-2-(1-alil-5-nitro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida
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Espectro 19: RMN !H (DMSO, 400 MHz) do (Z)-2-(5-cloro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida
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Espectro 20: RMN 3C (DMSO, 101 MHz) do (Z)-2-(5-cloro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida
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Espectro 21: RMN 'H (DMSO, 400 MHz) do (Z)-2-(5-cloro-1-metil-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-
hidrazinocarbotioamida
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Espectro 22: RMN 3C (DMSO, 101 MHz) do (Z)-2-(5-cloro-1-metil-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-
fenil-hidrazinocarbotioamida
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Espectro 23: RMN *H (DMSO, 400 MHz) do (Z)-2-(1-alil-5-cloro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida
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Espectro 24: RMN *3C (DMSO, 101 MHz) do (Z)-2-(1-alil-5-cloro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida
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Espectro 25: RMN !H (DMSO, 500 MHz) do (Z)-2-(5,7-dicloro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-

hidrazinacarbotioamida
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Espectro 26: RMN 3C (DMSO, 126 MHz) do (Z)-2-(5,7-dicloro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-

hidrazinacarbotioamida
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Espectro 27: RMN *H (DMSO, 500 MHz) do (Z)-2-(5,7-dicloro-1-metil-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-
fenil-hidrazinacarbotioamida

r230

12.44
10.95
92
92
60
59
54
54
—3.49
—3.31
2.50

220
210
200
190
180
170
160

—_
_—
792 T —

NN
LT mAN 150

RN NP 140
A

r120

7.92
60

~ <5

S r110
100

cl / T \

7.7 7.5
f1 (ppm)

: § 43

:

13.0 125 12,0 115 11.0 105 10.0 95 9.0 8.5

5 3.0 2.5 2.0

Espectro 28: RMN *3C (DMSO, 126 MHz) do (Z)-2-(5,7-dicloro-1-metil-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-
fenil-hidrazinacarbotioamida
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Espectro 29: RMN H (DMSO, 400 MHz) do (Z)-2-(1-alil-5,7-dicloro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-

fenil-hidrazinacarbotioamida
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Espectro 30: RMN 3C (DMSO, 101 MHz) do (Z)-2-(1-alil-5,7-dicloro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-

fenil-hidrazinacarbotioamida
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