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S. schenckii: Sporothrix schenckii.

A. parasiticus: Aspergillus parasiticus.

TIO-X: intermediarios sintetizados — tiossemicarbazonas.

ISATIO-X: produtos sintetizados — hibridos isatina-tiossemicarbazona.

MEA: Agar extrato de malte.

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute.

RPMI: Roswell Park Memorial Institute — meio de cultura produzido neste Instituto.

RPMI-1640: meio de cultura composto por Glicose, vermelho de fenol, NaCl, NaHCOs,
NazPO4, KCI, MgSOs, Ca(NO3)s.



12

RESUMO

Compostos hibridos como isatina-tiossemicarbazonas, encontram-se na literatura, como substancias
com grande potencial bioldgico; tais como antibacteriana, antitumoral, antifingica, entre outras. No
entanto, diversos sao os procedimentos pelos quais a isatina e as tiossemicarbazonas sao combinadas
para sintetizar os produtos hibridos desejados. Neste trabalho, foram sintetizados 18 (dezoito)
precursores  4-X-fenil-tiossemicarbazonas e 3-X-fenil-tiossemicarbazonas com diferentes
substituintes no anel aromdtico, onde X =H, Cl, Br, F, OCH3, N(CHz3),, OH, CF3, CHs, NOa,.
Posteriormente, 18 (dezoito) derivados hibridos inéditos foram obtidos através da reagdo destas
tiossemicarbazonas com a isatina. Todos os compostos foram devidamente caracterizados através de
técnicas espectroscopicas de rotina, as tiossemicarbazonas somente com IV, pois suas estruturas estao
descritas na literatura, e os produtos finais inéditos através das técnicas de IV, RMN 'H e 13C. As
isatina-tiossemicarbazonas foram ensaiadas frente a atividade antifingica, através das técnicas do
Crescimento Radial com Aspergillus parasiticus e de Crescimento Minimo Inibitério (MIC) com
Sporothrix schenkii, mostrando resultados bastante satisfatorios. A investigagdo da correlacio
estrutura-atividade foi realizada utilizando dados dos efeitos eletronicos e hidrofobicos das moléculas
sintetizadas. Por fim, os produtos finais foram investigados quanto ao seu efeito quelante junto aos
ions de ferro (II).

Palavras-chave: [satina, atividade antifungica, efeitos eletronicos.

ABSTRACT

Hybrid compounds such as isatin-thiosemicarbazones are found in the literature as substances with
great biological potential, such as antibacterial, antitumor, antifungal, among others. However, there
are several procedures by which isatin and thiosemicarbazones are combined to synthesize the desired
hybrid products. In this work, 18 (eighteen) precursors 4-X-phenyl-thiosemicarbazones and 3-X-
phenyl-thiosemicarbazones with different substituents on the aromatic ring were synthesized, where
X =H, CI, Br, F, OCHs, N(CHz3)2, OH, CF3, CH3, NO». Subsequently, 18 (eighteen) new hybrid
derivatives were obtained through the reaction of these thiosemicarbazones with isatin. All
compounds were properly characterized through routine spectroscopic techniques, the
thiosemicarbazones only with IR, as their structures are described in the literature, and the final
products were unpublished through the techniques of IR, 'H and '3C NMR. Isatin-thiosemicarbazones
were tested for antifungal activity, using the Radial Growth techniques with Aspergillus parasiticus
and Minimum Inhibitory Growth (MIC) with Sporothrix schenkii, showing very satisfactory results.
The investigation of the structure-activity correlation was carried out using data from the electronic
and hydrophobic effects of the synthesized molecules. Finally, the final products were investigated
for their chelating effect with iron (II) ions.

Keywords: Isatin, antifungal activity, electronic effects.
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1 INTRODUCAO

A busca por moléculas que possuem alguma propriedade biolodgica tem cada vez mais
importancia, e tem sido muito realizada a partir de compostos que apresentam atividade biologica ja

conhecida e descrita na literatura.

Estas moléculas, consideradas por parte dos pesquisadores como estruturas moleculares
privilegiadas, seriam, esqueletos moleculares com propriedades versateis de ligagao, de tal modo que

um unico grupamento ¢ capaz de proporcionar ligantes potentes e seletivos para uma gama de

diferentes alvos biologicos através das suas modificagoes.

Como definida por DeSimone e colaboradores, essas estruturas sdo andaimes moleculares com
propriedades de ligagdo versateis, de modo que um unico andaime ¢ capaz de fornecer ligantes
potentes e seletivos para uma variedade de diferentes alvos bioldgicos através da modificacdo de
grupos funcionais. Além disso, normalmente exibem boas propriedades semelhantes a moléculas
ativas, o que, por sua vez, leva a mais bibliotecas e leads de compostos semelhantes a essas moléculas.
O resultado liquido ¢ a producao de leads de alta qualidade que fornecem uma base solida para um
maior desenvolvimento. A identificacdo de estruturas privilegiadas ¢ discutida, enfatizando a
importancia de compreender as relacdes estrutura-alvo que conferem status “privilegiado”. Esse
entendimento permite que bibliotecas baseadas em estrutura privilegiada sejam direcionadas a

familias alvo distintas (por exemplo, GPCRs, LGIC, enzimas/quinases) (DESIMONE et al., 2004).

Muitos farmacos contém estruturas privilegiadas, como relatado por Duarte e colaboradores,
que as define como estruturas moleculares capazes de fornecer ligantes uteis para mais de um tipo de

receptor ou enzima alvo por meio de modificagdes estruturais criteriosas (DUARTE et al., 2007).

Com isso, tornam-se necessarias novas pesquisas para explorar a atividade de substancias com
provavel potencial bioldgico, que podem se tornar protdtipos para novos farmacos visando

tratamentos mais eficazes para as doengas causadas por microrganismos.

Considerando as enfermidades causadas; o aparecimento de novas doengas devido a novas
cepas de fungos, bactérias e virus; além de novas linhagens tumorais, € com a resisténcia aos
medicamentos j& existentes, encontram-se assim, motivos para que haja necessidade de sintese de
novas substancias como alternativa para o tratamento dessas doengas. E assim, melhorar a qualidade
de vida da populagdo e contribuir com a diminui¢ao dos grandes disturbios ambientais provocados

pelo uso de substancias nocivas (OLIVEIRA, 2010).

As tiossemicarbazonas sdo exemplos de alvos importantes nas pesquisas de geragao de novos

farmacos, devido ao seu largo espectro de ag@o biologica. Muitos autores atribuem esta caracteristica
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a alta afinidade com a enzima ribonucleotideo redutase, fundamental na sintese do DNA e na divisdo
celular; suas propriedades biologicas também sao atribuidas a capacidade de formar complexos com

cations metalicos (TENORIO; GOES, 2005; SANTOS, 2017).

As tiossemicarbazonas apresentam varios atomos doadores de elétrons e diferentes modos de
coordenacado, dependendo dos reagentes de partida e das condi¢des de reagdo para sua obtengdo. Os
derivados de tiossemicarbazonas sdao Otimos ligantes frente a metais de transicdo devido ao
comportamento acido do grupo NH iminico, quando em meio acido, que uma vez desprotonado,
provoca a deslocalizagdo de carga ao longo da cadeia originando um ligante aniénico (TENORIO;

GOES, 2005; SANTOS, 2017).

Citando algumas propriedades farmacolodgicas das tiossemicarbazonas, temos as atividades
antituberculostatica (frente a Mycobacterium tuberculosis) e citotoxica (frente a linhagem celular
MDA-MB-231 de cancer de mama) de tiossemicarbazonas e seus complexos de paladio (II) que
foram avaliados em 2010. Os compostos testados 2-acetilpiridina-tiossemicarbazona, 2-
acetilpiridina-N(4)-metil-tiossemicarbazona e 2-acetilpiridina-N(4)-fenil-tiossemicarbazona e seus
respectivos complexos apresentaram moderada atividade antituberculostatica em comparagdo com o

farmaco isoniazida, porém, excelente atividade citotoxica (MAIA et al., 2010).

Em 2014, Xie e colaboradores sintetizaram uma série inédita de tiossemicarbazonas e avaliaram
in vitro a atividade citotoxica frente as linhagens celulares MCF-7 (cancer de mama), HCT-116
(cancer de colon) e BEL-7402 (cancer de figado). A maioria dos compostos apresentaram atividade
citotoxica, com destaque para o composto (Z)-5,6-di(p-cloroanilino)-piridina-2,3-diona-3-
tiossemicarbazona.

Em relacdo as propriedades da isatina, esta molécula possui uma gama de ag¢des, como inibi¢ao
do SNC-MAO, atividades anticonvulsivantes e ansiogénicas. Seu efeito como uma monoamino-
oxidase (MAO) inibidor ¢ a agdo in vitro mais potente registrada até o momento. E um inibidor
seletivo da MAO B com concentragdo inibitoria (IC50) de cerca de 3 pg.mL™' (PANDEYA et al.,
2005).

Recentemente, uma série de novas bases de Schiff derivadas da isatina contendo o grupo
hidroxibenzidrazida apresentaram atividade anti-inflamatoria. Os resultados mostraram que tais
compostos possuem significativa seletividade frente a Ciclo-oxigenases 2 (COX 2). O estudo de
docking molecular, comparou tais bases de Schiff com os fdrmacos de referéncia seletivos a COX 2
e mostrou a relagao estrutura- seletividade COX 1 e 2. Nestes estudos, utilizou-se bases de Schiff

hibridas, que contém um grupo farmacoforico derivado da isatina e outro derivado da benzidrazida
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hidroxilada no anel aromatico. Dentre as descobertas, destacou-se aquelas em que as moléculas

bromadas e cloradas apresentaram maior atividade anti-inflamatoria (JARAPULA et al., 2016).

Nesta perspectiva, compostos hibridos isatinas-tiossemicarbazonas tém sido sintetizados e
apresentados na literatura como potencializadores das atividades antiviral, anticancer, anti-
inflamatoéria, de inibi¢ao enzimatica, entre outras, associadas ao nucleo isatina (FERNANDES, 2017;

SONG et al., 2020; MAIA et al., 2010; JARAPULA et al., 2016).

Esse amplo espectro de atividades bioldgicas (Figura 1) tem sido facilitado pela versatilidade
sintética da isatina, e da tiossemicarbazona que permitiram a obten¢cdo de muitos derivados
estruturalmente diversos. A isatina interage de maneira reversivel com muitos alvos biologicos
conhecidos, entre eles, varias proteinas vitais para a sobrevivéncia celular. Esta carateristica pode
influenciar o modo de interagdo das proteinas de ligacdo com as estruturas citoesqueléticas
(FERNANDES, 2017). E as tiossemicarbazonas com afinidade a ribonucleotideo redutase e

capacidade de formar complexos, também ¢ um potencial biolégico (SANTOS, 2017).

ANTITUBERCULOSE
ANTIFUNGICA
ANTICANCER

ANTIMICROBIANA
(@)
(b)

Figura 1: Amplo espectro de atividades biologicas apresentadas por derivados de aril-tiossemicarbazonas (a) e isatina (b)

(FERNANDES, 2017; MAIA et al., 2010; JARAPULA et al., 2016)
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Considerando que a literatura reporta que algumas tiossemicarbazonas, isatinas e compostos
com estruturas analogas tém aplicacao na sintese de farmacos e ou intermediarios destes, com
potencial atividade bioldgica, o estudo de novas rotas de obtengdo destes compostos apresentam

grande relevancia no preparo de farmacos.

Frente a esses aspectos, este trabalho teve como objetivo sintetizar novos compostos, através
da técnica de hibridacdo molecular, associando as tiossemicarbazonas ¢ a isatina, considerando os
efeitos bioldgicos ja conhecidos, resultantes desses grupos farmacoféricos, visando atividade

antifiingica para as novas moléculas hibridas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tiossemicarbazonas

Sao compostos derivados da reacdo de condensagao quimiosseletiva da tiossemicarbazida com
aldeidos e cetonas (Figura 2), cuja classe de moléculas ocupa lugar importante entre os ligantes
organicos, por apresentar &tomos doadores de elétrons e diferentes modos de coordenagao, a depender

dos reagentes utilizados para sua sintese (SANTOS et al., 2017).

H Acido
O | Meio alcoolico Ry NR.
. ew H,N\rung,ﬁ,, > =W e, B0
2
Ry Ry . Refluxo R; 3

R4, B2, Rz & R4 = H, alquil e aril

Figura 2: Formagdo e estrutura geral de tiossemicarbazonas (TENORIO, 2005).

Observando-se a Figura 2, quando o R3 e R4 se apresentam como hidrogénio, ou seja, ndo ha
substituinte ligado ao N-4, a tiossemicarbazona se caracteriza como uma estrutura planar, com o
atomo de enxofre que esta ligado ao C-3 em posigdo anti em relagdo ao nitrogénio iminico. Este fato
possibilita a formacao de ligacdo de hidrogénio entre o N-4 e os hidrogénios da tioamida. Porém, a
presenca de substituintes no lugar de R3 ou R4 favorece a conformagdo sin, entre o enxofre e o
nitrogénio iminico (TENORIO; GOES, 2005).

No estado solido, as tiossemicarbazonas podem existir na forma tiona, enquanto no estado
liquido na forma tiol. Em solugdo, desprotonadas, as tiossemicarbazonas apresentam extensa
deslocalizagdo eletronica e, por conta disso, essas moléculas podem coexistir na forma tiona ou tiol,

em equilibrio tautomérico, conforme observado na Figura 3 (BITTENCOURT, 2016).

Figura 3: Formas tautoméricas da tiossemicarbazona (BITTENCOURT, 2016).
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Na obtencao da tiossemicarbazona a partir do aldeido e a tiossemicarbazida em presenga de
meio acido, o mecanismo, proposto por Tenorio e Goes (Figura 4), ocorre com a protonagao do
oxigénio da carbonila do aldeido para formar o intermedidrio ion oxdnio, seguida de ataque
nucleofilico do nitrogénio N-1 da tiossemicarbazida para formag¢ao do intermediario hemiaminal
protonado, que perde uma molécula de 4gua, ocorrendo a formagdo da ligagdo imina, formando a
tiossemicarbazona. Nesta metodologia utiliza-se como solvente o etanol e quantidades cataliticas de

acido mineral (TENORIO; GOES, 2005).

H H H S
'EJ'. \5 + R \O \N_"{’K
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+H -HY
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Rz e Ry = H, Alguil ou Aril H g H N g
CH5R4 = R (ordem de prioridade K / / . /
2R > R P R N “55‘: ou Ry N—
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H + +
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Figura 4: Mecanismo de formagio de tiossemicarbazonas (TENORIO; GOES, 2005).

Quando em solugdo, as tiossemicarbazonas apresentam isomerizagao da configuragao Z para E,
pois, esta tem maior estabilidade termodinamica. Além disso, com a utilizagdo de aldeidos para sua
obtencdo, o isdmero E possui maior propor¢ao, ja no caso de cetonas, vai depender dos substituintes
ligados a carbonila, principalmente devido ao efeito estérico.

Outras rotas sintéticas podem ser utilizadas para a obtencao das tiossemicarbazonas, como por
exemplo, partindo da hidrazina, gerando tiossemicarbazida como intermediario e, posteriormente,
reagindo com um derivado carbonilico como aldeidos e cetonas. No exemplo da Figura 5, ocorre uma
etapa preliminar que envolve a reacdo entre hidrazina (NH2-NH3) e diferentes reagentes eletrofilicos
(acido tiocarbamoiltioglicélico, ditiocarbamatos, isotiocianatos), para posteriormente ocorrer a

reagdo de condensacio do derivado formado com aldeidos ou cetonas (TENORIO; GOES, 2005).
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Figura 5: Retrossintese da obtengio de tiossemicarbazonas a partir de hidrazinas e reagentes eletrofilicos (TENORIO;

GOES, 2005).

As tiossemicarbazonas sao muito relatadas na literatura visando a obtengdo de novos farmacos,
devido seu largo espectro de acdo bioldgica. Muitos autores atribuem esta caracteristica a alta
afinidade com a enzima ribonucleotideo redutase, fundamental na sintese do DNA e na divisdo
celular, conforme j& citado na Introdugdo. Dentre as atividades bioldgicas conhecidas das
tiossemicarbazonas pode-se citar agdes antituberculose, antifingica, antiviral, antitumoral e
antiprotozoaria, conforme inumeros relatos da literatura (SOARES, et al., 2017).

Pesquisas associam que a atuacdo bioldgica dependerd da natureza dos grupos substituintes
ligados ao fragmento tiossemicarbazona, e também da possibilidade da presenca de um centro
metalico coordenado. Sendo assim, as modificagdes estruturais nas tiossemicarbazonas poderdo ser
correlacionadas entre a atividade biologica e as propriedades eletronicas e de lipofilicidade das

moléculas (CHAVES et al., 2019).

2.2 Isatinas

A isatina (1H-indol-2,3-diona), foi obtida pela primeira vez por Erdman e Laurent em 1841, a
partir de uma reacao com acido nitrico e acidos cromicos, como um produto da oxidagao do corante

indigo (PHOGAT; SINGH, 2015).



22

A isatina possui uma estrutura quimica com diversificada reatividade, visto que possui um
nucleo indolico, carbonilas cetonica (3) e amidica (2), como representado na Figura 6. Esses grupos
funcionais apresentam reatividades diferentes, permitindo reagcdes como condensacao e redugdo para
as carbonilas e, o grupo N-H ¢ passivel de sofrer reacdes de N-alquilagdo e N-acilagdo. Além disso,
apresenta um anel aromatico, onde reagdes de substitui¢do eletrofilica aromatica poderdo ocorrer

(DIVAR et al., 2017).

Figura 6: Estrutura quimica da isatina e possibilidades sintéticas. (MARTINEZ; FERREIRA, 2017).

A molécula da isatina, conforme citado, possui varios centros reativos, o que faz com que tanto
a isatina como os seus derivados participem de um elevado numero de reagdes no contexto da sintese
organica, incluindo substituigdes eletrofilicas aromaticas nas posi¢des C5, C6 e C7, reacdes de
alquilacdo e acilagdo no nitrogénio, adigdes nucleofilicas no grupo carbonila no C3, oxidagdes e
redugdes quimiosseletivas, reagdes de Mannich e Michael, entre outras (BOGDANOV et al., 2019).

A introducdo de 4tomos de flior em um composto ¢ uma estratégia frequentemente utilizada
para desenvolver novos farmacos, porque este &tomo pode modificar propriedades bioldgicas de uma
molécula. Os substratos de isatina foram transformados em compostos difluoro correspondentes
através de uma reacdo com trifluoreto de dietilaminoenxofre (DAST) seguido de tratamento com
excesso de “borano” em THF. N-acil-3,3-difluoro-2-oxindoles (21) foram mostrados por Boechat et
al., para ser extremamente versatil na partida materiais para a sintese de uma variedade de compostos
porque sofrem abertura do anel heterociclico em a presenca de nucleéfilos, como 4gua, dlcoois, amina
e tiossemicarbazidas (SILVA, 2013).

Derivados de carbamato de isatina exibem intensa atividade vasodilatadora; esses compostos
tém demonstrado aumentar o endotélio niveis de NO, que ativa a producdo de enzimas responsavel
pelo relaxamento vascular, ou seja, guanosina Monofosfato 3',5'-ciclico (¢cGMP) e guanilato ciclase
(GC). Portanto, os derivados de carbamato podem representar um tratamento alternativo para

hipertensao (SILVA, 2013).
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A isatina esta presente nas espécies vegetais do género Isatis, em Calanthe discolor ¢ em
Couroupita guianensis, e também foi encontrada como um constituinte da secre¢do da glandula
parotida de sapos Bufo e em humanos, pois ¢ um derivado metabdlico da adrenalina (PHOGAT;
SINGH, 2015).

Apresenta-se com forte coloragdo alaranjada e como um corante azul, se for misturado com

acido sulfurico e com o benzeno, na formacao da indofenina, como representado na Figura 7.

0
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5 2
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H

Figura 7: Obtencao da Isatina pela oxidacao do indigo (PHOGAT; SINGH, 2015).

Sandmeyer, desenvolveu uma metodologia para sintetizar a isatina, representada na Figura §, a
partir de reagdo da anilina com ou sem substituinte com hidrato de cloral € um sal de hidroxilamina,
na presen¢a de uma solug¢do saturada de sulfato de sddio, para formar iSo-nitrosoacetanilidas.
Posteriormente, o procedimento foi otimizado com a modificagdo do solvente de reagdo e utilizagdo

de liquidos i6nicos na etapa de ciclizagdo (PHOGAT; SINGH, 2015).
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Figura 8: Obtencao da isatina pelo método de Sandmeyer (PHOGAT; SINGH, 2015).

No método desenvolvido por Stolle, Figura 9, a anilina reage com cloreto de oxalila formando
o intermediario, que é entdo ciclizado em presenca de acido de Lewis. E uma das metodologias mais

empregadas, depois do método de Sandmeyer (STOLLE, 1914; LOLOIU et al., 1997).
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Figura 9: Obtengdo da Isatina pelo método de Stolle (STOLLE, 1914; LOLOIU et al., 1997).
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Um outro método de preparagdo e a chamada sintese de Martinet, onde o cloreto de oxalila ¢
substituido por oxomalonato de etila, gerando o dioxoindol, representado como intermediario na
reacdo da Figura 10, que apds descarboxilacao oxidativa, fornece a respectiva isatina. (TAYLOR,

1980).

o)
HO
B R COzEt /
EtO.C”~ “CO:Et
g =0 > =0
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Figura 10: Obtencdo da Isatina pelo método de Martinet (TAYLOR, 1980).

As isatinas sao materiais de partida versateis para a preparacao de outras classes de compostos,
devido a diferenga na reatividade de suas carbonilas. A carbonila cetonica pode ser utilizada para a
obtengdo de oxindois, através da sua redugdo, que pode ocorrer em meio acido, empregando Zn e HCI
(redugdo de Clemmensen) ou hidrogenagio catalitica (Hz, Pd/C, HCI/HOAC). A redugdo tambémpode
ocorrer em meio basico, com hidrazina, etilenoglicol e uma base inorganica, como NaOH ou KOH
(redugdo de Wolff-Kishner). Em pH neutro, ocorre a transformac¢do da carbonila em um tiocetal,
através da reagdo com um ditiol e acido de Lewis como catalisador, seguida de uma redu¢docom
niquel de Raney (MARTINEZ; FERREIRA, 2017).

Devido a sua estrutura e reatividade, a isatina possui uma gama de propriedades bioldgicas, que
lhe concede versatilidade nas aplicacdes. Dentre essas, a de ser matéria-prima para a obtencao de
Sunitinibe, farmaco utilizado no tratamento de carcinomas (SILVA et al., 2010). Relatos na literatura
indicam sua utilizagdo para o desenvolvimento de compostos que atuam como agentes
anticonvulsivos e ansioliticos, além de possuirem atividades contra doencas degenerativas, entre
outras (SONG et al., 2020).

A isatina também apresenta aplicagdes em detecgdes colorimétricas, como na determinacao do
aminodcido prolina, em pélens e outros materiais vegetais. Ademais, ¢ bastante utilizada na analise
de esteroides, na determinagdo da atividade enzimatica da cetopantoil-lactona redutase e outras
carbonil redutases fingicas e, como substrato na biossintese de violaceina, um agente tripanocida

(SILVA etal., 2001).
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2.3. Hibridacao Molecular

A hibridagdo molecular ¢ uma estratégia de constru¢do de protdtipos baseado no
reconhecimento de unidades farmacoféricas na estrutura molecular de dois ou mais compostos
bioativos. Farmacoéforos sdo definidos como um conjunto de caracteristicas estéricas e eletronicas que

garantem a interagao supramolecular com um alvo bioldgico especifico (MASS, 2017).

A hibridacdo molecular apresenta dois tipos de estratégias (Figura 11). Alguns autores
descrevem como hibridiza¢ao droga-droga, onde dois fArmacos inteiros sao ligados covalentemente,
de forma direta ou via utilizagdo de um linker; e o outro tipo, como hibridizagdo farmacoforica, onde
somente os farmacdforos dos respectivos farmacos sdo ligados diretamente ou também, através de

linkers (ARAUJO et al., 2015).

Figura 11: Tipos de hibridizagdo molecular (ARAUJO et al., 2015).

Outros autores, optam por classificar as moléculas hibridas como conjugados, nos quais as
estruturas moleculares que contém os farmacoforos para cada alvo sdo separados por um grupo
vinculador distinto, o qual ndo foi encontrado em qualquer um dos medicamentos individuais. Como

moléculas hibridas fundidas, com tamanho do ligante diminuido, de modo a obter estrutura dos
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farmacéforos farmacéuticos essencialmente conexos. E, também, como hibridos mesclados que
possuem suas estruturas mescladas aproveitando as semelhangas estruturais dos compostos departida,

que dao origem a menores € moléculas simples, conforme a Figura 12 (MUREGI; ISHIH, 2009).

=0 0 @

CONJUGADOS FUNDIDOS MESCLADOS
Figura 12: Possibilidades de hibridizacdo molecular (MASS, 2017).

Essas moléculas sdo de grande importancia para a postulacdo de uma concepc¢do de fairmacos
com multiplas atividades bioldgicas associadas e tem trazido resultados promissores ao potencial
terapéutico. Essa multifuncionalidade surge da intera¢do de substancias quimicas polifuncionalizadas

com alvos ou receptores moleculares variados (MASS, 2017).

Nesse contexto, como exemplo temos o trabalho de Santos e colaboradores, que propde a
sintese e a caracterizacdo de um composto hibrido, de a¢do sinérgica para tratamento potencial de
infec¢des dermatologicas, como dermatite seborreica e acne. A sintese do hibrido foi realizada através
de uma reacdo de diazotagdo, utilizando como precursores o acido salicilico, que possui atividades
queratolitica antimicrobiana conhecidas, e a sulfacetamida, composto antimicrobiano SANTOS et al.,

2019).

Encontra-se também na literatura, no grupo de pesquisa de Heng Zhang, 2016 no Laboratory
de Chemical Biology da School of Pharmaceutical Sciences, na Universidade de Shandong, um
trabalho relacionado a sintese de 24 novos compostos hibridos derivados diarilpirimidinicos contendo
grupamento uracila capazes de inibir a enzima transcriptase reversa do virus HIV. A pesquisa se
baseou na hibridagdo molecular de dois compostos: o fdrmaco antiviral etravirina e um composto
protdtipo JLI506, um catecol dieter inibidor da transcriptase reversa. A hibridagao foi feita, juntando

o grupamento uracil do JLI506 com o farmacéforo arilpirimidinico da etravirina (FEIJO etal., 2019).

Com o escopo de associar os efeitos anti-inflamatérios inibidores das Ciclo-oxigenases (COX)
e inibidores das 5- lipo-oxigenase (LOX) e obter firmacos mais ativos e com menos efeitos colaterais,
foi desenvolvida um composto sintético (LQFM-091) através da técnica de hibridacdo molecular que
liga covalentemente a nimesulida (N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metanossulfonamida) com um precursor

de butilhidroxitolueno, o derivado 2,6-di-terc-butil-1-hidroxibenzeno (BF-389), inibidores de COX e
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LOX, respectivamente. Este novo composto que inibe COX e LOX e assim disponibiliza mais acido
araquidonico (AA) para seguir a via da epoxigenase deverd, entdo, contribuir também com a

regulacao de respostas celulares especificos importantes tanto na inflamacao quanto da imunidade

(LEITE, 2015).

2.4. Fungos: crescimento e inibicao

Os fungos sdo um vasto grupo de organismos heterotroficos classificados dentro do Reino
Fungi; sdo capazes de utilizar uma grande variedade de substratos para obter carbono organico e se
adaptam a diversas condic¢des de vida. Por isso, colonizam intimeros habitats (aguas doces e salgadas,
terra, madeira, estrume, residuos queimados, entre outros) e desempenham fungdes relevantes nos
ecossistemas, como decompositores ou parasitas, também denominados patogénicos, que podem ser

de plantas ou de animais; por exemplo (OLIVEIRA, 2010).

Também chamados de bolores ou mofos, os fungos filamentosos, podem, pela sua agdo direta,
ocasionar varios problemas aos produtos agricolas armazenados. Desenvolvendo-se sobre sementes,
podem causar perda do poder germinativo da planta; afetar a qualidade por descoloracdo do arroz e
da manteiga de cacau; produzir aromas desagraddveis, como no caso do café, além de alterar as
condi¢gdes fisicas por desidratacio dos produtos onde crescem. Podem ocasionar também a
diminui¢do do valor nutritivo das proteinas na maioria dos produtos, como dos 6leos e gorduras, do

amendoim e da soja, além de prejudicar seriamente o aspecto externo dos alimentos (PAIVA, 2013).

Entretanto, o potencial biotecnologico destes organismos também deve ser considerado; pois o
numero de espécies fungicas com importancia quimica, farmacoldgica, ambiental, ecologica,agricola
e alimenticia é extraordinario (TAKAHASHI et al., 2017).

Em linhas gerais, os fungos possuem parede celular composta por glucanas e quitina. A
reprodu¢dao pode ser sexual, por cariogamia e meiose; parassexual, cariogamia seguida de
aneuploidia; e/ou assexual, por divisdo nuclear mitotica (GOW et al., 2018).

Como caracteristicas das coldnias filamentosas, podem ser algodonosas, aveludadas ou
pulverulentas. Sdo constituidas fundamentalmente por elementos multicelulares em forma de tubo -
as hifas. Ao conjunto, di-se o nome de micélio, o qual se desenvolve no interior do substrato,
funcionando também como elemento de sustentacdo e de absorcao de nutrientes.

Neste trabalho de Dissertagdo foram avaliados fungos das espécies Aspergillus e Sporothrix.

Assim, a seguir serdo apresentadas algumas informacgdes sobre essas espécies.
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2.4.1. O género Aspergillus

As substancias denominadas aflatoxinas sdo produzidas por espécies de fungos, essencialmente
por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (Figura 13). O género Aspergillus pertence ao grupo
dos Hyphomycetos que se caracteriza pela formagao de conidioforos, ou seja, hifas especializadas e
produtoras de conidios com formas e arquitetura variaveis. A contaminagdo ¢ a deterioracao dos
alimentos causadas por fungos sdo mais comuns que as originadas por qualquer outro grupo de
microrganismos. A contaminagdo por fungos ¢ importante nao apenas sob o ponto de vista sensorial,
mas também, pelo perigo que a producao de micotoxinas, como as aflatoxinas, representa para o
consumidor, pois sdo causadoras do cancer de figado, principalmente (PEREIRA et al., 2002).
Algumas espécies do género sdo patdgenas oportunistas de humanos e animais, causando desde

infecgdes de pele, unhas, a micose pulmonar e micetomas.

Figura 13: Colonias de espécies do género Aspergillus (AL-HMOUD et al., 2012).

2.4.2. O género Sporothrix

As micoses subcutaneas ocorrem em um grau de risco maior que as dermatomicoses e afetam
o tecido subcutaneo, causando destruicdo do tecido. A infec¢do ocorre por inoculagdao no tecido
subcutaneo ou na derme, ocasionada por lesdo na pele. Os fungos responsaveis por esta micose estao
presentes no solo, madeira e plantas em decomposi¢do, com maior prevaléncia em regides tropicais
e subtropicais umidas. A esporotricose ¢ causada pela espécie Sporothrix schenckii (Figura 14) e
envolve o tecido subcutaneo no ponto de inoculagao traumatica. A infec¢ao geralmente se espalha ao
longo dos canais linfaticos cutaneos da extremidade envolvida (ARAUJO, 2018). Através do
sequenciamento de genes demonstrou-se que a espécie S. schenckii pertence a um grupo complexo
que ¢ composto das seguintes espécies criticas: Sporothrix albicans, Sporothrix brasiliensis,

Sporothrix globosa, Sporothrix luriei, Sporothrix mexicana e S. schenckii. Com o aumento do niimero
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de espécies patogénicas, modificam-se os procedimentos da rotina diagndstica da esporotricose com

a inclusdo de novos aspectos relacionados a morfologia, fisiologia e nutricdo (CRUZ, 2013).

Figura 14: Colonia da espécie Sporothrix schenkii (TOMAZI, 2018).

A esporotricose ¢ uma micose subcutdnea endémica, emergente e negligenciada no Brasil e esta
intimamente associada a um carater zoonoético. Na ultima década, a casuistica da doenga ¢ sua
expansdo geografica no territério brasileiro vem sendo reportada, ocasionando graves problemas de
satde publica em diversas regides. Em 2020, a esporotricose humana passou a ser de notificacdao

compulsoria no Brasil (MUNHOZ et al., 2021).

2.4.3. Resisténcia aos agentes antiflingicos

Os mecanismos de agdo dos antifungicos podem estar ligados diretamente a sintese do
ergosterol, constituinte da membrana celular e a ag¢do dos antiflingicos ¢ prejudicada pela
automedicagdo. As classes dos principais agentes antifingicos sdo indicadas, caracterizando seu sitio
de acdo fingica. Os polienos, equinocandinas e triazois atuam direta e indiretamente nas camadas do
envoltorio celular ocasionando sua ruptura, atuando como fungicida levando a célula a morte. As
griseofulvinas e flucitosinas atuam no interior das células fingicas, inibindo o crescimento e atuam
como fungistaticos. Portanto, a combinac¢do de antifingicos fungicida e fungistatico aumentam a
eficcia do controle a infecgdes fingicas (ARAUJO, 2018).

Nas figuras 15 e 16 exemplifica-se entdo as estruturas quimicas destes compostos de inibi¢ao

fingica.
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Figura 15: Estrutura quimica dos fungicidas das classes: equinocandinas, polienos e triazol, respectivamente.

Figura 16: Estrutura quimica dos fungistaticos: griseofulvina e flucitosina, respectivamente.

Os mecanismos de resisténcia aos agentes antifingicos podem estar envolvidos em patdgenos
fungicos clinicamente relevantes em diferentes condi¢cdes quando expostos a substanciasantifingicas.
Virios estudos estdo explorando, além de possiveis vias alternativas de resisténcia, o papel da
formacao de biofilme por varias espécies de fungos no desenvolvimento da resisténcia a varios

antifungicos, incluindo os azélicos (SANGLARD, 2002).
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Contudo, as buscas de moléculas que sejam ativas contra as diversas espécies de fungos tém
conseguido cada vez mais espaco na pesquisa. Ja que sdo espécies com sensibilidades e resisténcias
diferentes entre si, o que se torna necessaria a sintese de novos compostos para desenvolverem acao
fungicida e fungistatica.

Assim, a isatina, quando associada a grupos do tipo hidrazonas, semicarbazonas,
tiossemicarbazonas ¢ aminoguanidinas, compostos pertencentes a classe das iminas, tém sido
extensivamente estudadas, por suas caracteristicas quimico-estruturais que lhe atribuem
diversificadas acdes bioldgicas, entre elas, pode-se citar a atividade antimicrobiana, analgésica,

anticonvulsante, antifingica e antitumoral (BERTO et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar uma nova série de moléculas hibridas isatina-tiossemicarbazonas com
potencial atividade biologica e verificar as correlagdes entre os efeitos eletronicos das estruturas e a

atividade antifiingica.

3.2 Objetivos Especificos

1. Sintetizar uma série de aril-tiossemicarbazonas contendo grupos substituintes doadores e
retiradores de elétrons na posi¢ao para e meta.

2. Preparar utilizando a técnica de hibridacdo molecular uma série de isatina-tiossemicarbazonas.

3. Caracterizar por técnicas espectroscopicas de rotina (IV e RMN de 'H e °C) a série de isatina-
tiossemicarbazonas.

4. Investigar a atividade antifiingica das isatina-tiossemicarbazonas frente aos fungos Aspergillus
parasiticus e Sporothrix spp.

5. Analisar a relacdo entre a estrutura das isatina-tiossemicarbazonas e os efeitos eletronicos através
dos deslocamentos quimicos obtidos por RMN, e a lipofilicidade de suas estruturas com a atividade
antifingica.

6. Analisar o efeito quelante dos compostos sintetizados que obtiveram os melhores resultados para

atividade antifiingica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos e Materiais

4.1.1 Equipamentos utilizados na caracterizagdo dos compostos

As tiossemicarbazonas e os hibridos isatina-tiossemicarbazonas, tiveram determinados seus
pontos de fusdo em um aparelho da marca Mel-Temp II Melting Point Apparatus. Os espectros de
infravermelho foram obtidos em espectrofotometro Briiker, modelo FT-IR Vertex 70, pela técnica de
ATR na faixa de 400 a 4000 cm™!. Os experimentos de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(500 MHz ou 400 MHz) e carbono-13 (125 MHz ou 100 MHz) foram realizados com um
espectrometro Bruker Ultrashield Plus em DMSO-d¢ contendo tetrametilsilano (TMS) como
referéncia interna. Os deslocamentos quimicos (8) foram registrados em partes por milhdo (ppm) e as

constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

4.1.2 Equipamentos utilizados na sintese dos compostos

Os reagentes e produtos formados tiveram na aferi¢do das suas massas, a utiliza¢do da Balanga
Semi-Analitica 0,001g/430g Marte e da balanga analitica ATX-224 da marca Shimadzu. Para realizar
as recristalizagdes, e sintetizar as tiossemicarbazonas foram utilizadas placas de aquecimento com
agitador magnético, capacidade de 6 L, diametro 14 cm, 100 - 1800 RPM e 220 V da Fisatom. Para
realizar a sintese da 2% etapa, onde faz-se o refluxo da solucdo, utilizou-se as mantas de aquecimento

Luca-50 capacidade do baldo: 50 mL, voltagem:110 ou 220 V.

4.1.3. Reagentes, solventes e materiais utilizados nas sinteses e analises

As andlises de cromatografia de camada delgada (CCD) foram realizadas em cromatofolhas de
silica gel 60 F254 (Merck) e reveladas com lampada UV (254nm), para acompanhar o tempo de
reagdo, e verificar a pureza intermediarios e produtos finais. Os solventes empregados nas sinteses,
etapas de purificagdo, CCD e andlises instrumentais eram de grau P.A. dentre os quais foram: etanol
(Neon), acetato de etila e hexano (Vetec), dimetilsulfoxido hexadeuterado (Sigma-Aldrich) e agua
destilada (IQ-UFRRJ). E, os demais reagentes: acido acético glacial (Vetec), acido sulfurico
(Dinamica), benzaldeido (Vetec),p-nitrobenzaldeido, p-bromobenzaldeido, p-fluorbenzaldeido, p-

metoxibenzaldeido, p-clorobenzaldeido, p-dimetilaminobenzaldeido, p-tolualdeido, p-
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trifluormetilbenzaldeido e p-hidroxibenzaldeido, m-nitrobenzaldeido, m-bromobenzaldeido, m-
fluorbenzaldeido, m-metoxibenzaldeido, m-clorobenzaldeido, m-tolualdeido, m-
trifluormetilbenzaldeido em-hidroxibenzaldeido (Sigma-Aldrich).

4.2 Procedimentos de Sintese

4.2.1 Sintese das aril-tiossemicarbazonas

o H H
H2S04 N NH2
N NH2 _
How N s T
g EtOH S
X X

tiossemicarbazida _ .
aril-tiossemicarbazona

X nas posigdes para ou meta
H |[Br |F |OCHs |Cl | N(CH;3), | CH3 | CF; | OH | NO2

Em Erlenmeyer colocou-se 0,01 mol do 4-X-benzaldeido ou 3-X-benzaldeido, 50 mL de etanol
e depois da solubilizagdo, adicionou-se 2 gotas de acido sulfirico concentrado e 0,91 g de
tiossemicarbazida. A mistura reacional foi aquecida sob agitacdo magnética por no minimo 2 h e,
depois foi deixada em repouso a temperatura ambiente, observando-se a precipitagdo do produto, que

foi apds filtrado a vacuo, recristalizado em etanol.

4.2.1.1 Caracterizacao dos intermediarios aril-tiossemicarbazonas p-substituidas.

TIO-4-H (CsH9N3S, 179 g.mol™): Tempo de reacdo 3h, produto: agulhas esbranquicadas. A
massa obtida = 1,524g, rendimento 85%; P.F. = 158°C. Infravermelho (ATR) cm™: 3419 (vnn
primaria associada), 3251 (vn-u secundaria associada), 3025 (Vc-H aromético), 1589 (vc=s), 1540 (ve=n+

VN-N), 1105 e 1085 (vNN), 761 e 694 (padrao de substitui¢ao de anel aromatico: monosubstituido).

TIO-4-Br (CsHsN3SBr, 258 g.mol'): Tempo de reacdo 3h, produto: sélido amorfo
esbranquicado. A massa obtida = 1,158g; rendimento 46%; P.F. = 228°C. Infravermelho (ATR) cm"

11 3434 (vn.u primaria associada), 3284 (vn.u secundaria associada), 3184 (Vc-H aromatico), 1596 (V=s),
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1519 (ve=n+ vnn), 1101 e 1087 (vnn), 810 (padrao de substitui¢do de anel aromatico: p-substituido),
609 (vcr).

TIO-4-F (CsHsN3SF, 197 g.mol!): Tempo de reacdo 3h, produto: sélido esbranquicado
brilhante. A massa obtida = 1,845g; rendimento 78%; P.F. = 200°C.Infravermelho (ATR) cm™': 3390
(vN-H primaria associada), 3232 (vn-u secundaria associada), 3049 (vc-H aromatico), 1600 (ve=s), 1531
(ve=n+ vNN), 1105 € 1089 (vn-n), 833 (padrao de substituicdo de anel aromatico: p-substituido), 1226

(Vc-r).

TIO-4-OCH3 (CoH11ON3S 193 g.mol!): Tempo de reagdo 2,5h, produto: sélido amorfo
amarelado. A massa obtida = 1,105g; rendimento 52%; P.F. = 180°C. Infravermelho (ATR) cm™':
3402 (vn-n primaria associada), 3286 (vn-n secunddria associada), 3058 (vc-H aromatico), 1596 (vc=s),
1533 (ve=n+ vN-N), 1085 € 1056 (vn-N), 833 (padrdo de substituicdo de anel aromatico: p-substituido),
1232 ¢ 1186 (vc-0).

TIO-4-Cl (CsHsN3SCl, 213,5 g.mol'): Tempo de reacdo 2,5h, produto: sélido amorfo
esbranquicado. A massa obtida = 1,148g; rendimento 54%; P.F. = 226°C. Infravermelho (ATR) cm"
11 3436 (vn-u primaria associada), 3278 (vn-u secundaria associada), 3058 (vc-i aromatico), 1598 (ve=s),
1523 (ve=n+ vN-N), 1105 € 1089 (vnN), 813 (padrio de substituicdo de anel aromatico: p-substituido),
611 (vc-a).

TIO-4-N(CH3s)2 (C10H14N4S, 222 g.mol!): Tempo de reagdo durou 3h, produto: sélido
vermelho brilhante. A massa obtida = 1,800g; rendimento 81%; P.F. = 202°C. Infravermelho (ATR)
cm’™!: 3348 (vn.n primaria associada), 3255 (vn.n secunddria associada), 2900 (Vc- aromatico), 1581
(ve=s), 1517 (ve=x+ vNN), 1076 (vnN), 819 (padrao de substituicdo de anel aromatico: p-substituido),
1361 (vcN).

TIO-4-CH3 (CoH11N3S, 177 g.mol™): Tempo de reacio 3h, produto: s6lido amorfo branco. A
massa obtida = 1,732g; rendimento 88%; P.F. = 176°C. Infravermelho (ATR) cm™': 3400 (vnn
primaria associada), 3234 (vn.u secundaria associada), 3000 (vc-H aromético), 1594 (ve=s), 1537 (ven+

VN-N), 1095 € 1062 (vNN), 811 (padrao de substitui¢ao de anel aromadtico: p-substituido), 1365 (vchs).

TIO-4-CF3 (CoHsN3SF3, 231 gmol!): Tempo de reagdo 3h, produto: sélido amorfo
esbranquicado. A massa obtida = 0,683g; rendimento 47%; P.F. = 212°C. Infravermelho (ATR) cm
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11 3430 (vn-n primaria associada), 3261 (vn.u secundaria associada), 3058 (vc-i aromatico), 1596 (vc=s),
1533 (ve=n+ vNN), 1164 € 1134 (vnN), 732 (padrdo de substituicdo de anel aromatico: p-substituido),
1324 (vcr).

TIO-4-OH (CsH1oN30S, 196 g.mol™!): Tempo de reagdio 3h, produto: solido amorfo amarelo.
A massa obtida = 1,244g; rendimento 64%; P.F. = 224°C.Infravermelho (ATR) cm™: 3471(vnn
primdria associada), 3359 (vn.n secundaria associada), 2800 (vc-H aromitico), 1577 (vc=s), 1552 (ve=n+

VN-N), 1097 (vNN), 823 (padrao de substitui¢ao de anel aromatico: p-substituido), 3186 - 3016(von).

TI0-4-NOz (CsHoN4O2S, 225 g.mol™!): Tempo de reacdo 3 h, produto: solido opaco amarelo
intenso. A massa obtida = 1,799g; rendimento 79%; P.F. = 228°C. Infravermelho (ATR) cm™:3490
(vn-u primaria associada), 3363 (vn.u secundaria associada), 3143 (vc-H aromético), 1525 (ve=s), 1450
(ve=n+ vN-N), 1093 € 1051 (vnn), 817 (padrao de substitui¢do de anel aromatico: p-substituido), 1575
e 1336 (veno2).

4.2.1.2 Caracterizacao dos intermedidrios aril-tiossemicarbazonas m-substituidas.

TIO-3-Br (CsHsN3SBr, 258 g.mol!): Tempo de reagdo 3 h, produto: soélido amorfo
esbranquicado. A massa obtida = 1,990 g; rendimento 73%; P.F. = 208°C. Infravermelho (ATR) cm"
113390 (vn-u primaria associada), 3232 (vn.u secundaria associada), 3153 (Vc-H aromatico), 1602 (V=s),
1531 (ve=n+ VN-N), 1105 € 1066 (vn-N), 939, 783 e 678 (padrao de substitui¢do de anel aromatico: m-

substituido), 541 (vc-r).

TIO-3-F (CsHsN3SF, 197g.mol!): Tempo de reacdo 3 h, produto: sélido esbranqui¢ado
brilhante. A massa obtida = 1,535 g; rendimento 76%; P.F. = 194°C. Infravermelho (ATR) cm™': 3390
(v~-u primaria associada), 3236 (vn-u secundaria associada), 3159 (vc.H aromético), 1602 (ve=s), 1529
(ve=N + vN-N), 1095 e 1049 (vnN), 883, 752 e 678 (padrao de substituicdo de anel aromatico: m-
substituido), 1180 (vc-r).

TIO-3-OCH3 (CoH1ON3S 193 g.mol!): Tempo de reagio 3 h, produto: solido amorfo
amarelado. A massa obtida = 2,144 g; rendimento 95%; P.F. = 193°C. Infravermelho (ATR) cm™':

3396 (vn-u primaria associada), 3276 (v~.u secundaria associada), 3153 (Vc-H aromético), 1591 (ve=s),
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1533 (ve=N+ vnN), 1093 € 1041 (vnN), 833, 783 e 686 (padrao de substituicdo de anel aromatico: m-
substituido), 1267 ¢ 1157 (vc-o).

TIO-3-Cl (CsHsN3SCl, 213,5 g.mol!): Tempo de reagio 3 h, produto: sélido amorfo
esbranqui¢cado. A massa obtida =2,012 g; rendimento 90%; P.F. = 198°C. Infravermelho (ATR) cm”
I: 3388 (v~-u primaria associada), 3228 (v~-u secundaria associada), 3149 (vc-H aromatico), 1602 (ve=s),
1523 (ve=n+ vnN), 1099 e 1074 (vnn), 850, 779 e 678 (padrao de substituicdo de anel aromatico: m
-substituido), 621 (vc.ci).

TIO-3-CH3 (CoH1iN3S, 177 gmol!): Tempo de reacdo 3 h, produto: soélido amorfo
esbranqui¢cado. A massa obtida = 1,895 g; rendimento 93%; P.F. = 198°C. Infravermelho (ATR) cm"
11 3382 (v~-u primaria associada), 3240 (v~-u secundaria associada), 2989 (vc-i aromatico), 1596 (vc=s),
1537 (ve=n+ vnN), 1097 e 1058 (vnn), 831, 781 e 686 (padrao de substituicao de anel aromatico: m-
substituido), 1361 (vchs).

TIO-3-CF3 (CoHsN3SFs, 231 g.mol!): Tempo de reagio 3 h, produto: sélido brilhoso
levemente amarelado. A massa obtida = 2,346 g; rendimento 98%; P.F. = 212 °C. Infravermelho
(ATR) cm™: 3400 (vn.u primaria associada), 3234 (vn.n secundéria associada), 3155 (Vc- aromitico),
1596 (vc=s), 1533 (ve=n+ vnN), 1124 € 1068 (vnnN), 833, 800 e 692 (padrao de substituicao de anel

aromatico: m-substituido), 1324 (vc-r).

TIO-3-OH (CsH;oN30S, 196 g.mol!): Tempo de reacdo 3 h, produto: sélido amorfo amarelo.
A massa obtida = 1,050 g; rendimento 52%; P.F. = 226°C. Infravermelho (ATR) cm™: 3334 (vnn
primdria associada), 3186 (vn.n secunddria associada), 2981 (vc-H aromatico), 1581 (vc=s), 1540 (ve=n+
VN-N), 1153 e 1099 (vnN), 935, 781 e 684 (padrao de substituicdo de anel aroméatico: m-substituido),
3186 —3159 (von).

TIO-3-NO:z (CsHoN4O:S, 225g.mol!): Tempo de reagdo 3 h, produto: solido amarronzado. A
massa obtida = 1,371g; rendimento 60%; P.F. = 238°C. Infravermelho (ATR) cm™:3394 (vn.n
primadria associada), 3236 (vn-u secundaria associada), 3153 (Ve aromatico), 1523 (ve=s), 1471 (ven+
VN-N), 1105 e 1066 (vNN), 817, 736 € 702 (padrao de substituicdo de anel aromatico: m-substituido),
1602 e 1346 (veNo2).
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4.2.2 Sintese dos compostos hibridos isatina-aril-tiossemicarbazonas

22 Etapa
H o H 0
NN YNHZ + \ CH3CO:zH \N*N N\ //
[ o o 1T e
N S
/
X
H X
Aril-tiossemicarbazona isatina isatina-tiossemicarbazona

X nas posigdes para ou meta
H|Br|F | OCHs | Cl| N(CH3) | CH3 | CF3 | OH | NO:

Em baldo de fundo redondo acoplado a um condensador de bolas, foram adicionadas a aril-
tiossemicarbazona e a isatina em quantidades equimolares, SOmL de etanol € 0,50 mL de acido acético
glacial. A mistura da reacdo foi aquecida a refluxo durante pelo menos 4h e, depois a solugdo foi

resfriada e o produto precipitado recristalizado em etanol: agua (1: 2).

4.2.2.1 Caracterizagdo das isatina-aril-p-tiossemicarbazonas.

H o)
I

S

ISATIO-4-X

ISATIO-H

Produto: s6lido vermelho intenso; P.F. = 216°C, rendimento 54%. Infravermelho (ATR) cm™: 3211
(vn-n secundaria associada), 3000 (Vc-H aromético), 1618(ve=s), 1604 (vc=n + vN-N),1697(ve=N + vc-0),
3176 (VN-H + vc=0),1726 (vc=0),1122(vNN), 734 e 630 (padrao de substituigdo de anel aromatico:
monosubstituido). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-de) 8 (ppm): H-13 12,48 (s, 1H, NH), H-7a 11,22
(s, 1H, CH), H-20 9,06 (s, 1H, NH). RMN de '3C (125 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 184,86 (C10),
179,12 (C15), 163,10 (C14), 142,82 (C1), 138,82 (C7).
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ISATIO-4-Br

Produto: sélido amarelo alaranjado; P.F. = 222°C, rendimento de 58%.Infravermelho (ATR) cm™':
3280 (v~-u secundaria associada), 3056 (Vc-H aromitico), 1598 (ve=s), 1521 (ve=n+ vnN), 1668 (ve=n+
vc=0), 3164 (vNH + vc=0), 1685 (vc=0),1103 e 1087(vn-n), 811 (padrdo de substituicao de anel
aromatico: p-substituido), 611 (vc.s:).RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): H-13 12,48 (s, 1H,
NH), H-7 11,51 (s, 1H, CH), H-20 8,01 (s, 1H, NH). RMN de '*C (125 MHz, DMSO-d¢) & (ppm):
179,13 (C10), 178,51 (C15), 163,10 (C14), 142,82 (C6), 141,37 (C7), 134,00 (C1).

ISATIO-4-F

Produto: sélido avermelhado; P.F. = 188°C; rendimento 56%. Infravermelho (ATR) cm': aprox.
3300 (vn-u secundaria associada), 2981 (vc-H aromitico), aproX. 1510 (vc=s), 1458 (ve=n+ vnN), 1614
(ve=n + vc-0), aprox. 3100 (vn-u + vc=0), 1724 (vc-0),1093(vn-N), 765 (padrao de substituicdo de anel
aromatico: p-substituido), 1330 (vcr). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): H-13 11,44 (s,
1H, CH), H-7 11,04 (s, 1H, NH), H-20 8,21 (s, 1H, NH). RMN de "*C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
184,86 (C10), 178,46 (C15), 159,83 (C14), 151,18 (C6), 141,49 (C7).

ISATIO-4-OCH3

Produto: sélido alaranjado; P.F. = 218°C; rendimento de50%.Infravermelho (ATR) cm™': 3288 (vn.n
secundaria associada), 3114 (vc-H aromitico), 1540 (vc=s), 1508 (vc=n+ vN-N), 1685 (ve=~n+ vc-0), 3184
(VN-H + vc=0), 1726 (vc-0),1087 e 1062 (vNnN), 765 (padrao de substituicdo de anel aromadtico: p-
substituido),1247 e 1201 (vc-0).RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) § (ppm): H-13 12,48 (s, 1H, NH),
H-7 11,33 (s, 1H, CH), H-20 8,70 (s, 1H, NH), H-6a 3,79 (s, 3H, CH3). RMN de "*C (125 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm): 179,14 (C10), 178,05 (C15), 163,10 (C14), 161,14 (C6), 142,67 (C7), 132,49
(C1), 55,24 (Cé6a).

ISATIO-4-Cl

Produto: solido vermelho amarronzado; P.F = 208°C; rendimento de 50%. Infravermelho (ATR) cm”
I: aprox. 3160 (v~-u secundaria associada), aprox. 3050(vc-H aromatico), 1600 (vc=s), 1459 (ve=n+ VN-N),
1612 (ve=n+ vc=0), 2981(vN-H + ve=0), 1724 (vc=0), aprox. 1090 e 1050 (vn-n), aprox. 871 (padrao de
substitui¢io de anel aromatico: p-substituido), 659 (vc-ci). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-de) &
(ppm): H-13 12,44 (s, 1H, NH), H-7 11,50 (s, 1H, CH), H-20 8,26 (s, 1H, NH). RMN de '*C (125
MHz, DMSO-ds) & (ppm): 179,12 (C10), 178,51 (C15), 163,18 (C14), 151,13 (C6), 141,26 (C7),
134,67 (C1).
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ISATIO-4-N(CH3)2

Produto: solido amarronzado com aparéncia pastosa e amorfa; P.F. = 188°C; rendimento
70%.Infravermelho (ATR) cm™': 3249 (vn.n secundaria associada), 2995 (Vc-H aromatico); 1521 (ve=s),
1456 (ve=n+ vNN), 1589 (ven+ vc=0), 3149 (vNH + ve=0), 1724 (vc-0),1056 (vnN), 813 (padrdo de
substitui¢io de anel aromatico: p-substituido), 1357 (vcn).RMN de 'H (500 MHz, DMSO-de) &
(ppm): H-13 12,47 (s, 1H, NH), H-7 11,20 (s, 1H, CH), H-20 9,06 (s, 1H, NH), H-6a 2,96 (s, 3H,
CH3). RMN de *C (125 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 184,86 (C10), 177,35 (C15), 159,84 (C14), 151,17
(Co), 143,74 (C7), 40,25 (C6a).

ISATIO-4-CH3

Produto: soélido vermelho-amarronzado brilhoso; P.F. = 184°C; rendimento 79%. Infravermelho
(ATR) cm': aprox. 3200 (vn.u secundéria associada), aprox. 3000 (vc-H aromatico), 1537 (vc=s), 1461
(ve=N + VNN), 1598 (veN + vc-0), 3159 (vNn + ve=0), 1726 (vc-0),1093 (vn), 811 (padrdao de
substituicdo de anel aromatico: p-substituido), 1330 (vcu:). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d¢) &
(ppm): H-13 12,47 (s, 1H, NH), H-7 11,39 (s, 1H, CH), H-20 9,06 (s, 1H, NH), H-6a 2,33 (s, 3H,
CH3). RMN de *C (125 MHz, DMSO-de) & (ppm): 184,86 (C10), 178,24 (C15), 163,10 (C14), 142,79
(C7), 140,08 (C1), 131,93 (C6), 21,50 (C6a).

ISATIO-4-CF3

Produto: sélido vermelho alaranjado; P.F. = 182°C; rendimento 88%. Infravermelho (ATR) cm™':
3209 (vn-u secundaria associada), aprox. 3050 (vc-H aromatico)s 1616 (ve=s), 1585 (ve=n + vN-N), 1695
(ve=N+ vc=0), 3176 (VN-H + vc=0), 1724 (vc-0),1124 e 1058(vNN), aprox. 730 (padrdo de substitui¢do
de anel aromatico: p-substituido), 1319 (vcr). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): H-13
12,48 (s, 1H, NH), H-7 11,22 (s, 1H, CH), H-20 9,06 (s, 1H, NH). RMN de '*C (125 MHz, DMSO-
ds) & (ppm): 179,14 (C10), 166,68 (C15), 159,84 (C14), 151,17 (C6), 138,83 (C7), 135,04 (C1).

ISATIO-4-OH

Produto: s6lido vermelho amarronzado; P.F. = 236°C; rendimento 60%Infravermelho (ATR) cm™:
3430 (v~-u secundaria associada), 3058 (Vc-H aromitico), 1594 (ve=s), 1459 (ve=n + vnN), 1614 (veen+
vc=0), 3361 (vnH + vc=0), 1731 (vc-0),1141 e 1095(vn-N), 829 (padrdo de substituicdo de anel
aromatico: p-substituido), 3182 (von).RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): H-13 12,48 (s, 1H,
NH), H-7 11,27 (s, 1H, CH), H-6a 11,22 (s, 1H, OH), H-20 9,06 (s, 1H, NH). RMN de 3C (125
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MHz, DMSO-de) & (ppm): 184,86 (C10), 177,85 (C15), 159,87 (C14), 159,70 (C6), 151,16 (C1),
143,11 (C7).

ISATIO-4-NO:

Produto: sélido alaranjado; P.F.= 201°C; rendimento 69% Infravermelho (ATR) cm™:3415 (vnn
secundaria associada), 3097 (vc-H aromitico), 1606 (ve=s), 1459 (ve=n+ vNN), 1701 (ve=n+ ve=0), 3211
(VN-H + ve=0), 1724 (vc=0),1122 e 1095(vn-N), 844 (padrdo de substituicdo de anel aromatico: p-
substituido), 3176 (vNO,). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): H-1312,47 (s, 1H, NH), H-
711,05 (s, 1H, CH), H-208,24 (s, 1H, NH). RMN de *C (125 MHz, DMSO-de) & (ppm): 184,76
(C10), 179,21(C15), 163,07 (C14), 159,75(C6), 151,18(C1), 140,00(C7).

4.2.2.2 Caracterizacao das isatina-aril-m-tiossemicarbazonas

H )
||
N N
\N_ \\\/ AN N—H
S
X
ISATIO-3-X

ISATIO-3-Br

Produto: sélido alaranjado; P.F. = 188 °C, rendimento de 70%. Infravermelho (ATR) cm™': 3392 (w.-
n secundaria associada), 3027 (Vc-H aromitico), 1602 (ve=s), 1531 (ve=n+ vNN), 1697 (ve=n+ ve=0), 3155
(VN-H + ve=0), 1728 (vc=0),1105 e 1066(vnn), 827, 784 e 678 (padrdo de substituicdo de anel
aromatico: m-substituido), 622 (vc-sr). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) § (ppm): H-13 11,52 (s,
1H, NH), H-7 11,05 (s, 1H, CH), H-20 8,20 (s, 1H, NH). RMN de '*C (125 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm):
184,86 (C10), 177,85 (C15), 159,87 (C14), 159,70 (C4), 143,11 (C7), 151,16 (C1).

ISATIO-3-F

Produto: solido alaranjado; P.F. = 174°C; rendimento 76%. Infravermelho (ATR) cm: aprox. 3365
(vN-H secundaria associada), 2894 (Vc-H aromtico), aprox. 1614 (ve=s), 1531 (ve=n+ vNN), 1685 (ven+
vc=0), aprox. 3230 (vN-H + vc=0), 1724 (vc-0),1143 e 1093(vnN), 761, 676 e 657 (padrao de
substitui¢io de anel aromatico: m-substituido), 1267 (vcr). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) &
(ppm): H-13 12,48 (s, 1H, NH), H-7 11,05 (s, 1H, CH), H-20 8,28 (s, 1H, NH). RMN de "*C (125
MHz, DMSO-dg) & (ppm): 184,85 (C10), 178,68 (C15), 163,96 (C14), 162,03 (C4), 141,14 (C7).
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ISATIO-3-OCH3

Produto: sélido vermelho alaranjado; P.F. = 194°C; rendimento de 46%. Infravermelho (ATR) cm™':
3384 (v~.u secundaria associada), 2981 (Vc-H aromitico), 1596 (ve=s), 1535 (ve=N+ vnN), 1612 (ve=n+
vc=0), 3162 (VN-H + vc=0), 1726 (vc=0),1095 e 1039 (vNn), 769, 734 e 684 (padrio de substituicao de
anel aromatico: m-substituido),1288 e 1269 (vc.o). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): H-
13 12,47 (s, 1H, NH), H-7 11,44 (s, 1H, CH), H-20 8,24 (s, 1H, NH), H-4a 3,80 (s, 3H, CH3). RMN
de *C (125 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 184,85 (C10), 178,41 (C15), 163,13 (C14), 159,83 (C4),
142,79 (C7), 142,62 (C1), 55,67 (C4a).

ISATIO-3-Cl

Produto: sélido vermelho alaranjado; P.F = 195°C; rendimento de 88%. Infravermelho (ATR) cm
1:3386 (vn-n secundaria associada), aprox. 3197 (vc-H aromitico), 1527 (ve=s), 1459 (ve=n+ vNeN), 1612
(ve=N + vc=0), 3216 (VN-H + vc=0), 1726 (vc=0),1188 e 1095 (vnN), 829, 767 e 676 (padrio de
substituicio de anel aromatico: m-substituido), 622 (vc-c)). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d¢) &
(ppm): H-13 11,53 (s, 1H, NH), H-7 11,05 (s, 1H, CH), H-20 8,28 (s, 1H, NH). RMN de '*C (125
MHz, DMSO-dg) & (ppm): 184,90 (C10), 178,59 (C15), 159,83 (C14), 151,23 (C4), 141,67 (C7).

ISATIO-3-CH3

Produto: so6lido vermelho-amarronzado brilhoso; P.F. = 182 °C; rendimento 64%. Infravermelho
(ATR) cm': 3437 (vn-n secunddria associada), 3076 (Vc-H aromatico), 1645 (ve=s), 1550 (ve=n + vNN),
1708 (vc=N+ vc-0), 3342 (vN-H+Ve=0), 1782 (vc=0), 1093 (vnn), 800, 781 e 717 (padrao de
substitui¢do de anel aromatico: m-substituido), 1351 (vcu:). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) &
(ppm): H-13 12,48 (s, 1H, NH), H-7 11,73 (s, 1H, CH), H-20 9,06 (s, 1H, NH), H-4a 2,33 (s, 3H,
CH3). RMN de !*C (125 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 184,85 (C10), 178,42 (C15), 159,83 (C14), 142,85
(C7), 138,33 (C1), 134,57 (C4), 21,30 (C4a).

ISATIO-3-CF3

Produto: sélido avermelhado; P.F. = 198 °C; rendimento 91%. Infravermelho (ATR) cm™': 3432 (vn-
n secundaria associada), 3159 (vc-H aromitico), 1606 (ve=s), 1537 (ve=n+ vNN), 1674 (ve=n+ ve=0), 3265
(VN-H + vc=0), 1726 (vc-0),1122 e 1066(vnN), 800, 692 (padrao de substituicao de anel aromatico: m-
substituido), 1319 (vc.r). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) § (ppm): H-13 12,48 (s, 1H, NH), H-7
11,04 (s, 1H, CH), H-20 8,68 (s, 1H, NH). RMN de !*C (125 MHz, DMSO-de) § (ppm): 184,86 (C10),
179,22 (C15), 163,10 (C14), 159,83 (C4), 140,97 (C7), 151,19 (C1), 142,83 (C4a).
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ISATIO-3-OH

Produto: sélido amarronzado; P.F. = 192°C; rendimento 85% Infravermelho (ATR) cm™: 3332 (vnn
secundaria associada), 3058 (Vc-H aromético), 1542 (ve=s), 1459 (ve=~ + vN-N), 1616 (ve=n+ ve=0), 3261
(VN-H + vc=0), 1728 (vc=0),1095(vNN), 765, 682 e 657 (padrao de substituicao de anel aromatico: m-
substituido),aprox. 3190 (von). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-de) & (ppm): H-13 12,47 (s, 1H, NH),
H-7 11,05 (s, 1H, CH), H-4a11,39 (s, 1H, OH), H-20 8,20 (s, 1H, NH). RMN de '*C (125 MHz,
DMSO-d¢) o (ppm): 184,76 (C10), 178,39 (C15), 159,83 (C14), 151,11 (C4), 142,82 (C1), 143,09
(CT).

ISATIO-3-NO:

Produto: p6 fino alaranjado; P.F. = 186°C; rendimento 40% Infravermelho (ATR) cm™: 3396 (vn.n
secundaria associada), 3058 (vc-H aromitico), 1523 (ve=s), 1459 (ve=n+ vnN), 1614 (ve=n+ vc=0), 3238
(VN-H + vc=0), 1726 (vc-0),1095 e 1068(vnN), 767, 734 e 673 (padrdo de substituicdo de anel
aromatico: m-substituido), 3160 (vNO2). RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): H-13 11,04 (s,
1H, NH), H-7 11,64 (s, 1H, CH), H-20 8,15 (s, 1H, NH). RMN de '3C (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
184,86 (C10), 178,79 (C15), 159,84 (C14), 151,17 (C4), 136,66 (C1), 140,36 (C7).

4.3. Procedimentos para Avalia¢io da Atividade Antifingica

4.3.1. Inibicao do crescimento radial em placa de Petri

Foram realizados ensaios com os produtos sintetizados, com a finalidade de observar se havia
inibi¢do do crescimento fingico através da medida do halo diariamente, durante o espago de tempo
de 1 semana. Nos experimentos foi avaliado se havia atividade antifungica dos produtos ISATIO-p-
substituidos e ISATIO-m-substituidos frente a uma cepa padrdo NRRL 2999 de Aspergillus
parasiticus. Como também, a observagdo de desenvolvimento dos conidios.

Os testes foram executados em triplicata, utilizando placas de Petri de poliestireno, nas
dimensdes 90 x 15 mm. E, o meio de cultura usado para o crescimento do microrganismo, Agar
Extrato de Malte (MEA), foi preparado com 8 g de Extrato de Malte, 0,4 g de Peptona, 8 g de Glicose,
8 g de Agar Bacterioldgico, em 400 mL de 4gua destilada. Este meio, depois de fundido, foi separado
em fragdes de 20 mL, e assim autoclavados (OLIVEIRA, 2010).

ApoOs o meio esterilizado, ele foi homogeneizado com as aliquotas dos produtos a serem

testados, com o auxilio de Vortex, de acordo com as concentragdes: 62,5 pg.mL™"!, 125 pg.mL™!, 250
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pug.mL™! e 500 pg.mL; assim, vertidos para as placas, juntamente com o controle negativo, onde se
encontrava somente o meio.

A cultura dos fungos que ja se encontrava desenvolvida em uma placa, foi utilizada para compor
uma solucdo agar-agar 0,2% em agua destilada e, desta retirado indculo e inserido, por meio de uma
picada central em cada uma das placas preparadas, vedando-as com Parafilm®, e observando o
crescimento do halo diariamente durante 7 dias.

A Figura 17 ilustra o procedimento resumido realizado para avaliar o crescimento fungico de

Aspergillus parasiticus e as placas de Petri com o ensaio de um dos compostos avaliados.

Figura 17: a) Adicao dos produtos ao meio de cultura; b) Solugdes prontas vertidas nas placas; ¢) Placas no primeiro dia de andlise;

d) Crescimento radial do halo; e) Placas de um dos produtos no tltimo dia de analise. Fonte: acervo pessoal.

4.3.2. Concentragao Inibitoria Minima através do ensaio da microdilui¢ao

O procedimento para determinar o MIC (Concentra¢do Inibitéria Minima) dos produtos
ISATIO-p-substituidos e ISATIO-m-substituidos foi realizado segundo ao CLSI, em microplacas de
96 pogos de fundo em “U” incubadas a 36 °C; onde em cada linha da placa tinha um tratamento. As
solugdes dos produtos foram feitas a partir de solugdes estoques de 25 mg.mL™! preparadas em

DMSO, onde a aliquota retirada foi homogeneizada com o meio RPMI e adicionada nos pogos. A
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Nistatina e o Itraconazol, antifungicos utilizados como controle positivo, foram homogeneizados com
0 meio e adicionada ao pogo.

Na linha A o agente antifingico Nistatina, em seu primeiro pogo, 200 puL dessa solugdo e nas
colunas seguintes 100 uL do meio e 100 pL. do pogo anterior; sendo por fim adicionando em cada um
dos pocos 100 pL de inoculo de microrganismo. Na linha B o agente antifungico Itraconazol,
repetindo o mesmo procedimento citado anteriormente. E em todas as linhas subsequentes, os
produtos foram testados, executando o mesmo procedimento realizado com o antifingico. Uma
coluna de pocos foi utilizada como controle de crescimento, adicionando 100 pL do in6culo a 100 puL.
do meio de cultura, e outro como controle de esterilidade do meio de cultura, adicionando-se apenas
100 pL do meio de cultura RPMI-1640 com 2% de glicose e 100 uL de agua estéril.

A solugao padrao de pré-inoculo foi obtida coletando colonias da cepa clinica identificada como
pertencente ao complexo Sporothrix spp, que possui uma maior probabilidade de ser S.brasiliensis,
contudo ndo houve uma identificagdo molecular; sendo ela oriunda de lesdo grave de felino, que para
fins de organizagdo denominou-se SC 541536. A densidade da suspensdo foi ajustada até obter
turbidez equivalente ao de uma solugdo padrao de sulfato de bario McFarland 0,5 (0,5 mL de BaCl,
0,048 M, 99,5 mL de H2SO4 0,18 M).

Foram realizadas triplicatas de cada uma das solugdes testadas e verificado o resultado em 48
h apods incubagdo em estufa a temperatura de 27 °C. A Figura 18 ilustra o procedimento resumido

para avaliagao do MIC frente ao fungo Sporothrix spp.
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Figura 18: a) Preparacdo das placas 96 pogos; b) Placas com o meio RPMI adicionado em cada poco; ¢) Placa com os produtos;

agentes antifungicos e indculo adicionado; d) Placa depois de 48h. Fonte: acervo pessoal.

4.4. Estudo das Correlacoes entre a Estrutura Quimica X Deslocamentos Quimicos de

RMN e Atividade Antifingica

As correlagdes e graficos realizados entre os valores de parametros fisico-quimicos, (eletronicos
e lipofilicos) e os resultados bioldgicos foram realizadas utilizando o programa Origin versao 6.0 em

computador pessoal.

4.5. Determinacio da Atividade Quelante

A andlise foi realizada no espectrofotometro JASCO J-815 CD Spectrometer e para obtengao
dos espectros foram utilizadas solugdes estoque dos produtos com melhores resultados na atividade
antifingica: ISATIO-4-C1 (10,42x107 mol.L'"), ISATIO-4-CH3 (11,12x107 mol.L'"), ISATIO-4-CF3
(9,52x107 mol.L'"), ISATIO-4-F (10,98x107 mol.L™!), ISATIO-3-C1 (10,42x10* mol.L!") e ISATIO-
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3-F (10,98x10° mol.L'!) em DMSO, utilizou-se também as solu¢des aquosas de FeSOs (1,60x107
mol.L") e de EDTA (1,60x1073 mol.L") como padrio de quelagdo com o Ferro.

Os espectros foram obtidos em cubeta de quartzo (1,5 mL) e a sobreposi¢ao dos espectros de
UV/Vis obtidos foi realizada utilizando se o programa Origin 8.0. A Figura 19 ilustra o grafico da

curva padrao obtida neste experimento.

16 Sobreposigéo
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Figura 19: Espectro de UV/Vis do EDTA (1,60x10- mo.IL"") e com EDTA Fe*?(1,60x1073 mol.L).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho de dissertagdo foi sintetizada uma série de novos compostos utilizando a técnica
de hibridagdo molecular entre aril-tiossemicarbazonas e a isatina visando uma possivel agdo
bioldgica, devido as propriedades, ja conhecidas, das isatina, bem como das tiossemicarbazonas. Foi
realizada a sintese e caracterizacao de 18 (dezoito) aril-tiossemicarbazonas (TIO) ja conhecidas na
literatura, e 18 (dezoito) isatina-tiossemicarbazonas (ISATIO) inéditas que, posteriormente, foram
avaliadas quanto a atividade frente aos fungos Aspergillus parasiticus e Sporothrix spp.

Inicialmente, foram preparadas as aril-tiosemicarbazonas pelo método convencional, que
consiste na reacao em quantidades equimolares entre os benzaldeidos p-substituidos e m-substituidos,
onde os substituintes na posi¢ao para foram: H, Br, CI, F, CF3;, CHz, OCHs, N(CH3)2, NO2e OH, e
os substituintes na posi¢ao meta: Br, Cl, F, CF3, CH3, OCH3, NO2 e OH com a tiossemicarbazida em
meio de etanol como solvente, sob agitacdo e aquecimento, contendo quantidades cataliticas de acido
sulfurico concentrado.

Posteriormente, os produtos obtidos, as aril-tiossemicarbazonas, foram colocados em refluxo
com a isatina, usando etanol como solvente, contendo quantidades cataliticas de acido acético glacial.

A Figura 18 representa a rota sintética empregada para a preparacdo dos compostos que

posteriormente foram alvo de estudos em relagdo a atividade antifungica.

12 Etapa
0 H
H2SO4
N NH e S N NH:2
H + HaN— \H/ 2 SN T
S S
X . . .
tiosemicarbazida aril-tiossemicarbazona
22 Etapa H o H o
\N*N NHz2  + \ CHs3CO2H \N*N N\ //
@A \l/ o e \S( -
N
/
X
H X
isatina

Figura 20: Rota sintética empregada na obtengdo das isatina-tiossemicarbazonas.

As isatina-tiossemicarbazonas foram caracterizados por IV, RMN de 'H e '’C. As se¢des a
seguir mostram os resultados detalhados para a sintese dos intermedidrios e isatina-

tiossemicarbazonas.
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5.1 Obtencao e caracterizagao das aril-tiossemicarbazonas

As aril-tiossemicarbazonas foram obtidas a partir do benzaldeido e dos benzaldeidos
substituidos e a tiossemicarbazida sob aquecimento e agitagdo magnética na presenca de gotas de
acido sulfurico como catalisador em etanol como solvente. Os produtos obtidos mostraram coloragdes
variadas e aparéncias distintas, tais como formato de agulhas, p6 fino, sélido brilhante ou amorfo.
Seus pontos de fusdo também foram diferentes entre si.

Além disso, alguns mostraram dificuldade na cristalizagdo, embora o periodo de 3 h tivesse sido
suficiente para a formacao do produto. As reagdes que utilizaram o p-dimetilaminobenzaldeido,p-
tolualdeido, p-trifluormetilbenzaldeido, p-hidroxibenzaldeido, e o benzaldeido precisaram ficar mais
tempo em repouso depois da reagdo finalizada, aproximadamente 5 dias, de maneira diferente dos
demais que com 2 dias de repouso a temperatura ambiente, j4 apresentavam seus cristais formados.
Os rendimentos obtidos ficaram na faixa de 88% a 43%. A Tabela 01 indica os rendimentos, aparéncia
fisica e pontos de fusdo obtidos para todas as p-tiossemicarbazonas preparadas. A Figura 21 mostra

a aparéncia fisica de alguns produtos obtidos.

Tabela 01. Pontos de fusdo, rendimentos e aparéncia fisica das tiossemicarbazonas 4-substituidas.

04 Foérmula Aparéncia Fisica do P.F. P.F (°C) Rendimento
TIO0-4-X
Molecular Produto (°O) literatura (%)
Sélido esbranquigado
TIO -H CsHoN;S 158 85
em formato de agulhas 1552
Sélido esbranquigado -
TIO -F CsHoN3SF 200 78
brilhante
TIO -Cl1 CsHoN3SCl Sélido esbranquigado 226 218° 54
TIO -Br CsHoN3SBr Sélido esbranquigado 228 220* 46
TIO -CH; CoH11N3S Sélido branco 176 185* 88
TIO -CF; CoH;sN;SF; Soélido esbranquicado 212 - 47
TIO-OH | CsHioNsOS S¢lido amarelo 224 227° 64
TIO -OCH; | CoHiiN;OS Solido amarelado 180 179° 52
TIO-N(CH3), | CioH1aN4S | Sélido vermelho brilhante 202 199¢ 81
TIO -NO, CsHoNLO,S Sélido amarelo intenso 228 222°¢ 79
opaco

*GOULART, 2010; "ALBUQUERQUE, 2013.
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Figura 21: Imagem do aspecto fisico de algumas tiossemicarbazonas p-substituidas obtidas: 4-trifluor (a); 4-hidroxi (b); 4-

fluor (¢); 4-dimetilamino (d); ndo substituido (e); 4-metil (f); 4-nitro (g). Fonte: acervo pessoal.

Além disso, algumas tiossemicarbazonas mostraram dificuldade na cristalizagcdo, embora 3 h
tivesse sido suficiente para a formagao do produto, as reagdes que utilizaram o m-tolualdeido e o m-
trifluormetilbenzaldeido precisaram ficar mais tempo em repouso depois da reagdo finalizada,
aproximadamente 5 dias, para que seus cristais fossem formados. Os rendimentos obtidos ficaram na
faixa de 98% a 52%. A Tabela 02 indica os rendimentos, aparéncia fisica e pontos de fusdo obtidos
para as m-tiossemicarbazonas preparadas. A Figura 22 mostra a aparéncia fisica de alguns produtos

obtidos.
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Tabela 02. Pontos de fusdo, rendimentos e aparéncia fisica das tiossemicarbazonas 3-substituidas.

Formula Aparéncia Fisica do p.F. PF(O) Rendimento
TIO-3-X literatura
Molecular Produto (°C) u (%)
TIO -F CsHoN;SF Solido esbranquigado 194 190° 76
Sélido amorfo 195¢
TIO -Cl CsHoN3SCl _ 198 90
esbranquicado
Sélido amorfo 2084
TIO -Br C8H9N3SBI' . 208 73
esbranquicado
Soélido amorfo -
TIO -CH; CoH 1 1N3S . 198 93
esbranquicado
Solido brilhoso levemente 220°
TIO -CF; | CoHgN3SF; 212 98
amarelado
TIO -OH CsH1oN3OS Sé6lido amorfo amarelo 226 - 52
TIO -OCH3; | CoH N3OS Sé6lido amorfo amarelo 193 192°¢ 95
TIO -NO; | CsHoN4O,S So6lido amarronzado 238 238¢ 60

DU et al, 2002; *CAKIR et al, 2015; RAGHAV & KAUR, 2014; ASHRY et al, 2014.

A ﬂ E D

Figura 22: Imagem do aspecto fisico de algumas tiossemicarbazonas m-substituidas obtidas: 3-bromo (a); 3-cloro (b); 3-fluor

(¢); 3- hidroxi (d); 3-metoxi (e). Fonte: acervo pessoal.
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A obtencdo das tiossemicarbazonas ocorreu pela reacdo de condensagdo quimiosseletiva da
tiossemicarbazida com aldeidos, neste caso benzaldeidos substituidos. Inicia-se com a protonagao do
oxigénio da carbonila para formar o intermediario ion oxdnio, seguido de ataque nucleofilico do
nitrogénio da tiossemicarbazida levando ao intermedidrio hemiaminal protonado. Este ultimo perde
uma molécula de dgua e apds neutralizagdo e captura dos hidrogénios ligados ao nitrogénio, forma-

se a tiossemicarbazona. A Figura 23 mostra o mecanismo de formagao do intermedidrio da sintese.

+
COH OH
'.OI +
b+ MO H Hl Hsoy
X X
X
L AT
H:0™™ Ho H
NH. _NH, N. _NHp
+ —_—
H/NQH hd = HN T
x_ .0 S
X H,0
HL0*
5) |
Hx0 J H NH.. _NH,
NH. _NH, =N \ﬂ/ + H20 * Hi0*
‘,\_ _—
N...
\ X
X
H,0

Figura 23: Mecanismo de formagdo da tiossemicarbazona em meio acido (adaptado TENORIO; GOES, 2005).

A caracterizagdo das aril-tiossemicarbazonas foi realizada por comparagdao com os dados da
literatura utilizando a técnica de infravermelho e o ponto de fusdo.

Os espectros de infravermelho de todos os compostos apresentaram bandas de absorc¢ao
caracteristicas dos modos vibracionais esperados, conforme resumido nas Tabelas 3 e 4. De forma
geral, a presenga de bandas de absor¢ao atribuidas a0 VN-H(primaria associada), VN-H(secundéria associada), VC-H Ar,
Vc=s, Vc=N T VN-N, VN-N, Indicaram a formacdo das tiossemicarbazonas. Também foram observadas

bandas de absor¢ado intensas referentes ao padrao de substitui¢do do anel aromatico de cada composto.
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Tabela 3. Principais bandas de absor¢do (cm™') observadas nos espectros de infravermelho para as

tiossemicarbazonas 4-substituidas sintetizadas.

v L. VN-H Padrio de
TIO-4-X N-H priméria ari Nt substituicio de
associada secunddria VC-H Ar Vc=s veN VN-N pstituigao d vex
associada VN-N anel aromatico
1105¢ | 76le .
] 3419 | 3251 | 3025 | 1589 | 1540
TIO-H 1085 694
TIO-F 3390 | 3232 3049 | 1600 | 1531 | '105¢ 833 1226
1089
TIO-Cl 3436 | 3278 | 3058 | 1598 | 1523 | 1105¢ 813 611
1089
TIO-Br 3434 3284 | 3184 1596 | 1519 | | 118576 810 609
TIO-CH, 3400 | 3234 | 3000 1594 | 1537 | 1095 811 1365
1062
TIO-CF; 3430 | 3261 | 3058 | 1596 | 1533 | 1164¢ 732 1324
1134
TIO-OH 3471 3359 | 2800 | 1577 | 1552 | 1097 823 | 3186-
3016
TIO-OCH; 3402 | 3286 | 3058 | 1596 | 1533 | 1085¢ g33 | 1232¢
1056 1186
TIO-N(CH:), = 3348 | 3255 | 2900 | 1581 | 1517 1076 819 1361
TIO -NO 3490 | 3363 | 3143 | 1525 | 1450 | 1093 e 817  1575¢
1051 1336

Todos os compostos obtidos nesta tabela e na seguinte apresentaram as principais bandas de

absor¢do conforme o esperado e, de acordo com a natureza dos substituintes considerando os efeitos

retiradores ou doadores de elétrons e, também, a sua posi¢ao na substitui¢do no anel.
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Tabela 04. Principais bandas de absor¢do (cm™) observadas nos espectros de infravermelho para as

tiossemicarbazonas 3-substituidas sintetizadas.

VN-H VN-H Padrio de
TIO-3-X primiria | secunddria Vet substituicio de | Vg
VC-H Ar Vc=s VN-N
associada | associada VN-N anelaromitico

TIO-F 3300 3236 | 3159 | 1602 1529 | 1092 883.752¢ 1180

1049 678

TIO-Cl 3388 | 3228 | 3149 | 1602| 1523 1099e¢ 850,779¢ 621
1074 678

TIO-Br 3390 3232 | 3153 | 1602 1531 1105e 939.783e 541

1066 678

TIO-CH; 3382 3240 2989 1596 1537 | 1097e | 831,781e| 1361

1058 686

TIO-CF; 3400 | 3234 3155 | 1596| 1533 | 1124e | 833,800¢ 1324
1068 692

TIO-OH 3334 3186 2081 | 1581, 1540 @ 1153 e | 935,781 e 3186-—
1099 684 3159

TIO- 1093 e | 833,783¢ 1267¢

3396 | 3276 3153 | 1591 1533 ’
OCH3; 1041 686 1157

TIO —-NO; 3394 3236 3153 1523 1471 1105e | 817,736¢| 1602e¢
1066 702 1346

5.2 Obtencao e caracterizacio dos hibridos isatina-tiossemicarbazonas

As isatina-tiossemicarbazonas foram preparadas a partir das aril-tiossemicarbazonas, como
intermedidrios obtidos na etapa anterior, e a isatina em quantidades equimolares em etanol como
solvente e com quantidade catalitica de dcido acético glacial. A reag@o ocorreu sob refluxo em tempos
variados.

Os compostos obtidos apresentaram caracteristicas fisicas diferentes, tanto na aparéncia fisica,
quanto na coloracdo, embora todos eles tivessem tonalidades na cor vermelha, destacando que a
isatina tem a coloragdo bem intensa avermelhada. Seus pontos de fusdo também foram diferentes
entre si.

Além disso, alguns compostos necessitaram maiores tempos de rea¢do sob refluxo e foram

cristalizados com dificuldade. A isatina-tiossemicarbazona obtida a partir da fenil-tiossemicarbazona
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precisou de 7 h no refluxo, ao invés das 4 h para os demais compostos. Os produtos provenientes da

p-cloro-fenil-tiossemicarbazona e p-trifluormetil-fenil-tiossemicarbazona, necessitaram de mais de

uma recristalizagdo, pois ainda se encontravam com impurezas.

A precipitagdo das isatina-tiossemicarbazonas a partir das aril-tiossemicarbazonas p-

dimetilamino, p-metil, p-trifluormetil, p-hidroxi e a nao substituida ocorreu apos 5 dias da finalizagao

do aquecimento da mistura de reagdo, diferentemente dos demais cuja precipitagdo dos cristais

ocorreu apos com 2 dias de repouso a temperatura ambiente. Os rendimentos foram obtidos na faixa

de 88% a 21%. A Tabela 5 mostra os rendimentos, pontos de fusdo e aparéncia fisica dos compostos

obtidos e a Figura 24 as imagens com a aparéncia fisica.

Tabela 05: Rendimentos, pontos de fusdo e aparéncia fisica das isatina-p-tiossemicarbazonas

(ISATIO-X) sintetizadas.

Formula Aparéncia Fisica do P.F. | Rendimento
ISATIO-4-X Molecular Produto (°O) (%)
Sélido vermelho
ISATIO-H Ci6H12N4SO intenso em 116 54
forma de agulhas
ISATIO-F CisH11N4SOF Soélido avermelhado 188 56
ISATIO-CI Ci16H11N4SOCI P6 fino amarronzado 208 50
Sé6lido amarelo
ISATIO-B
SATIO-Br CisH11N4SOBr alaranjado 222 58
olid 1h
ISATIO-CH; | CiHuNiSO Solido vermelho 184 69
amarronzado brilhoso
Sélido vermelho
ISATIO-CF;3; Ci7H11N4SOF; alaranjado em 182 88
forma de agulhas
Soélido vermelho
ISATIO-OH Ci16H12N4SO2 amarronzado em 236 60
forma de agulhas
ISATIO-OCHj; C17H14N4SO2 Po6 fino avermelhado 218 50
ISATIO-
C1sH17NsSO S6lido marrom amorfo 188 70
N(CHb); 18H17INs
ISATIO-NO, Ci6H11NsSO3 Soélido alaranjado 201 69
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A B C D
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H

Figura 24: Imagem das isatina-p-X-tiossemicarbazonas formadas: 4-bromo (a); 4-cloro (b); 4-metoxi (c); 4-trifluor (d); 4-

hidroxi (e); 4-fluor (f); 4-dimetilamino (g); ndo-substituida (h); 4-metil (i); 4-nitro (j). Fonte: acervo pessoal.

A precipitacao das isatina-tiossemicarbazonas a partir das tiossemicarbazonas p-trifluormetil e
p-hidroxi, ocorreu apds aproximadamente 5 dias ap6s o final da reagdo, diferentemente dos demais
cuja precipitacdo dos cristais ocorreu com 2 dias de repouso a temperatura ambiente. Os rendimentos
foram obtidos na faixa de 91% a 40%. A Tabela 6 mostra os rendimentos, pontos de fusdo e aparéncia

fisica dos compostos obtidos e a Figura 25 as imagens da aparéncia fisica.
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Tabela 6: Rendimentos, pontos de fusdo e aparéncia fisica das isatina-m-X-tiossemicarbazonas

(ISATIO-X) sintetizadas.

Formula Aparéncia Fisica do P.F. Rendimento
ISATIO-3-X
Molecular Produto °O) (%)
ISATIO-F CisH11N4SOF Sélido alaranjado 174 86
ISATIO-CI | CiHiNsoc] | Oolide vermelho 195 88
alaranjado
ISATIO-B Sélido alaranjad
" CieHINUSOBr olido alaranjado 188 70
ISATIO-CHs3 Ci17H14N4SO Sélido alaranjado 182 64
ISATIO-CF; Ci7H11N4SOF3 Soélido avermelhado 198 91
ISATIO-OH Ci6H12N4S O, Soélido amarronzado 192 85
ISATIO-OCH; | CiHuNSO, | oudovermelho 194 46
alaranjado
ISATIO-NO; Ci6H11N5SOs P¢ fino alaranjado 186 40
A B C D
E F G H

Figura 25: Imagem das isatina-m-X-tiossemicarbazonas formadas: 3-nitro (a); 3-bromo (b); 3-cloro (c); 3-fluor (d); 3- hidroxi

(e); 3-metoxi (f); 3-trifluormetil (g); 3-metil (h). Fonte: acervo pessoal.
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O mecanismo sugerido para a reac¢do inicia-se com a protonagdo do oxigénio da carbonila
cetonica da isatina, através do acido acético, para formar o intermediario ion oxdnio, seguido de
ataque nucleofilico do nitrogénio da tiossemicarbazona ao carbono, para gerar o intermediario
tetraédrico. Esse intermediario perde uma molécula de dgua e os hidrogénios ligados ao nitrogénio,
sdo capturados pela dgua ou pela base acetato, formando-se, assim, o hibrido isatina-
tiossemicarbazona. A Figura 26 mostra o mecanismo sugerido para a reacdo de formagao da imina
no hibrido isatina-tiossemicarbazona.

Além disso, os hibridos isatina-tiossemicarbazonas, obtidos neste trabalho, ndo foram
encontrados nos bancos de dados da literatura. Ademais, tém sido reportados muitos artigos onde
observa-se a reacao da carbonila cetonica da isatina com a tiossemicarbazida pelo seu atomo de

nitrogénio mais nucleofilico, ou seja, o NH> terminal mais distante da tiocarbonila.

_ + —
:0:/\ (OH OH
+
0 + H30" ——= O™ e—n O | CH3COy
N
N | N
H H H
— + -
)SJ\ \_/@
. Ns,
HoN N™ X

H20" ou CH3CH,0"

Figura 26. Mecanismo sugerido para a formagdo do hibrido isatina-aril-tiossemicarbazona em meio de acido acético.

A caracterizagdo dos compostos obtidos foi realizada por infravermelho e RMN de 'H e !°C.
Os espectros de infravermelho de todos os compostos apresentaram bandas de absorgdo

caracteristicas dos modos vibracionais esperados, conforme resumido nas Tabela 07 e 08. De forma



59

geral, a presenga de bandas de absor¢ao atribuidas a VN-H secundaria associada, VC-H Ar, VC=S, VC=NT VN-N, VC=N
+ V=0, VN-H+ VC=0, VC=0, indicaram a ocorréncia da reagdo entre a isatina ¢ as aril-tiosemicarbazonas.
O desaparecimento da banda referente a carbonila cetonica da isatina e o aparecimento da banda C=N
da imina indicaram fortemente a obten¢ao dos hibridos isatina-tiossemicarbazonas. Também foram
observadas bandas de absorc¢do intensas referentes ao padrao de substituicdo do anel aromatico de

cada composto.

Tabela 7: Principais bandas de absor¢do, em cm™!, observados nos espectros de Infravermelho para

as isatina-p-X-tiossemicarbazonas (ISATIO-4-X).

VN-H Padrio de
Veesnt | Veant VN-
ISATIO'4'X secundaria| VC-H Ar | VC=$ o o N Vc=0 substituicdo de Vc-X
VN-N Vc=0 Vc=0 : i
associada anel aromatico
734 ¢ -
ISATIO-H 3211 | 3000 1618 1604 | 1697 | 3176 | 1726 630
ISATIO-F 3300 | 2981 [1510 1458 | 1614 | 3100 | 1724 765 1330
ISATIO-CI 3160 | 3050 | 1600 1459 | 1612 | 2981 | 1724 871 659
ISATIO-Br 3280 | 3056 |1598 1521 | 1668 | 3164 | 1685 811 611
ISATIO-CH3 3200 | 3000 |1537 1461 | 1598 | 3159 | 1726 811 1330
ISATIO-CF3 3209 | 3050 |1616 1585 | 1695 | 3176 | 1724 730 1319
ISATIO-OH 3430 | 3058 |1594 1459 | 1614 | 3361 | 1731 829 3182
1247 ¢
ISATIO-OCH; 3288 | 3114 |1540 1508 | 1685 | 3184 | 1726 765 1201
ISATIO-N(CH:); | 3249 | 2995 |1521| 1456 | 1589 | 3149 | 1724 813 1357
ISATIO-NO; 3415 | 3097 | 1606 1459 | 1701 | 3211 | 1724 844 3173

Observando-se os resultados das absor¢des nas Tabelas 07 e 08, pode se verificar os valores
das bandas de absorgao caracteristicas para esses produtos formados, conforme o esperado em fungao
dos efeitos eletronicos dos substituintes.

Os espectros de RMN de 1H e 13C dos compostos obtidos corroboraram a caracterizacdo das

isatina-tiossemicarbazonas conforme as estruturas propostas.
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Tabela 08: Principais bandas de absor¢do, em cm™!, observados nos espectros de Infravermelho para

as isatina-aril-m-X-tiossemicarbazonas (ISATIO-3-X).

VN-H

Padrao de

Ve=Nt | Ve=n T | VN-
ISATIO-3-X secundaria| VC-HAr| VC=$ \(/: N o M VC=0 | substituicio de Ve-x
associada NN ve=o ve-o anel aromatico

ISATIO-F 3365 | 2894 1614 | 1531 | 1685 | 3230 | 1724 761é56776e 1267

ISATIO-CI | 3386 | 3197 1527 | 1459 | 1612 | 3216 | 1786 | 829,767 ¢ 622
676

ISATIO-Br | 3392 | 3027 | 1602 | 1531 | 1697 | 3155 | 1728 827é77884e 622

ISATIO-CH; | 3437 | 3076 | 1645 1550 | 1708 3342 | 1782 | 800,781, | 1351
717

ISATIO-CF; | 3432 | 3159 | 1606 | 1537 | 1674 3265 1726 | 800,692 | 1319

ISATIO-OH | 3332 | 3058 | 1542 | 1459 1616 3261 1728 | 765,682¢ | 3190
657

769,734 ¢ | 1288 ¢

ISATIO-OCH; | 3384 2981 1596 1535 | 1612 3162 1726 ' o 1269

ISATIO-NO, | 3396 | 3058 | 1523 | 1459 | 1614 3238 1726  767.734¢ | 3160
673

As Tabelas 09 e 10 mostram os deslocamentos quimicos para os principais hidrogénios e as

Tabelas 11 e 12 os deslocamentos quimicos para os principais carbonos nos espectros de RMN de 'H

e '3C, respectivamente, para as isatina-tiossemicarbazonas sintetizadas. Os referidos espectros

encontram-se em anexo.
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Tabela 09: Deslocamentos quimicos (0) para os principais hidrogénios, em ppm, das isatina-aril-4-

X-tiossemicarbazonas (ISATIO-4-X).

H 0
6 7\ &13 195
5 9 N H
1 N— 115 N
8 :}I‘/ 1a 17 20
4 2 S —
X 3 1205 23
22 24
4X SH-9 | SH-7 | OSH-17 | &
(N-H) (C-H) (N-H) (X-H)
H 12,48 11,22 9,06 -
F 11,04 11,44 8,21 -
Cl 12,44 11,50 8,26 -
Br 12,48 11,51 8,01 -
CH3 12,47 11,39 9,06 2,33
CF; 12,48 11,22 9,06 -
OH 12,48 11,27 9,06 11,22

OCH; 12,48 11,33 8,70 3,79
N(CH3)2 12,47 11,20 9,06 2,96

NO:2 12,47 11,05 8,24 -

Verifica-se na Tabela 9, nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios de N-H na posi¢do 9, o
menor valor atribuido a estrutura com o substituinte flior na posi¢do para do anel aromatico (11,04
ppm) comparando-se com os demais compostos que apresentaram valores praticamente iguais (0
12,47-12,48) e, para os meta-substituidos, observa-se na Tabela 10, que os menores valores foram
para os grupos fortemente retiradores por efeito indutivo (Cl, Br e NO», 11,53, 11,52 e 11,04 ppm,
respectivamente). No entanto, ¢ importante destacar que o hidrogénio-9 (N-H) vizinho a ligag¢do
imina, encontra-se fora do plano em relagdo ao grupo aril-substituido dificultando a transmissao dos
efeitos eletronicos esperados. Investigando-se as possiveis correlacdes entre as constantes dos
substituintes, considerando-se os efeitos indutivos e de ressonancia (cp, Om. Ol ¢ OR) contra oS
deslocamentos quimicos para o H-9, ndo foram observadas correlagdes significativas devido ao

posicionamento desse hidrogénio no espago com relagdo aos substituintes.
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Tabela 10: Deslocamentos quimicos (0) para os principais hidrogénios, em ppm, das isatina-aril-3-

X-tiossemicarbazonas (ISATIO-3-X).

H
7 13 ©
6 95
1 — 117
N 10] 12 17 20
2 1
4 S
12 3N\ /23
X 22 24
23X SH9 | 8H-7 | SH-17 5
(N-H) (C-H) (N-H) (X-H)
F 12,48 11,05 8,28 -
Cl 11,53 11,05 8,28 -
Br 11,52 11,05 8,20 -
CH; 12,48 11,43 9,06 2,33
CF; 12,48 11,04 8,68 -
OH 12,47 11,05 8,20 11,39
OCH; 12,47 11,44 8,24 3,80
NO; 11,04 11,64 8,15 -

Este fato foi observado, também, para os valores dos deslocamentos quimicos do hidrogénio
de N-H na posigdo H-17 e para os hidrogénios da ligacdo iminica (N=C-H 7), ndo tendo sido
observadas correlacdes significativas com as constantes dos substituintes devido a estarem for do
plano em relagdo ao grupo aril-substituido. No caso dos hidrogénios na posi¢do 7, a diferenga entre
os deslocamentos quimicos para os compostos para-substituidos foi de Ad6=0,45 e para os meta-
substituidos Ad=0,40, com excecao do meta-NO: que apresentou deslocamento quimico de 11,64 ppm
devido ao maior efeito indutivo (51=0,65) transmitido através das ligacdes sigma.

A seguir as Tabelas 11 e 12 mostram os principais valores de deslocamento quimico obtidos

nos espectros de RMN de carbono-13 para as isatina-tiossemicarbazonas em DMSO-de.
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Tabela 11: Deslocamentos quimicos (0) para os principais carbonos, em ppm, das isatina-aril-4-X-

tiossemicarbazonas (ISATIO-4-X).

H o)
6 7\ |%13 195
5 _ 9 N N H
T ONTIN 1 N ™20
8 10|‘ 17
4 2 S 61
X 3 1205 23
22 24

4-X 5C-10 | 6C-15 | 5C-14 5 C-4 5 C-7 5 C-1 § Cx
(C=S) (C=0) (C=N) (C-X) | (HC=N) (C-CH)
H 184,86 179,12 163,10 131,72 138,82 142,82 -
F 184,86 178,46 159,83 151,18 141,49 - -
Cl 179,12 178,51 163,18 151,13 141,26 134,67 -
Br 179,13 178,51 163,10 142,82 141,37 134,00 -
CH3; 184,86 178,24 163,10 142,70 140,08 131,93 21,50
CF; 179,14 166,68 159,84 151,17 138,83 135,04 -
OH 184,86 177,85 159,87 159,70 143,11 151,16 -
OCH; 179,14 178,05 163,10 161,14 | 142,67 132,49 55,24
N(CH3): 184,86 177,35 159,84 151,17 143,74 - 40,25
NO; 184,76 179,21 159,75 163,07 140,00 151,18 -

Em relagio aos espectros de RMN de °C, o deslocamento quimico referente ao carbono na
posicdo 4 (carbono ipso), que esta ligado diretamente a substituinte, observou-se uma maior
desprote¢do nos produtos para-substituidos, dos grupos com o oxigénio ligado diretamente ao
carbono e, também, para o grupo nitro como substituinte devido ao maior efeito indutivo retirador de
elétrons. E, ocorre o contrario com o C-Br e C-CH3, observando-se maior prote¢ao devido a menor
eletronegatividade do bromo, com menor efeito indutivo além do efeito de ressonancia doar de
elétrons devido aos seus pares de elétrons ndo-ligantes em comparagdo aos outros grupos, possuindo
além disso, maior raio atomico. Quanto ao grupo metila, o efeito doador por hiperconjugacao

mostrou-se importante.
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Tabela 12: Deslocamentos quimicos (0) para os principais carbonos, em ppm, das isatina-aril-3-X-

tiossemicarbazonas (ISATIO-3-X).

H o}
N N\/ -H
5 —9 ~ N
1 1
Iy 10 1 17 20
2 1
4 S
12 3\ /23
X 22 24
3-X o C-10 o C-15 o C-14 o C-3 o C-7 o C-1 5C
(C=S) (C=0) (C=N) (C-X) (HC=N) | (C-CH) X
F 184,85 178,68 163,96 162,03 141,14 - -
Cl 184,90 | 178,59 | 159.83 | 151,23 | 141,67 - -
Br 184,86 | 177,85 | 159,87 | 159,70 | 143,11 | 151,16 -
CH; 184,85 178,42 159,83 134,57 142,85 138,33 21,30
CF; 184,86 179,22 163,10 159,83 140,97 151,19 142,83
OH 184,76 | 178,39 | 159,83 | 151,11 | 143,09 | 142,82 -
OCH; 184,85 | 178,41 | 163,13 | 159.83 | 142,79 | 142,62 | 55,67
NO; 184,86 | 178,79 | 159.84 | 151,17 | 14036 | 136,66 -

Ja nos meta-substituidos, na posi¢do equivalente, C-3 (carbono ips0), a maior desprotegdo foi

observada para os grupos fltior, CF3 e os demais halogénios além do grupo OH devido a seus intensos

efeitos indutivos retiradores de elétrons.

Os deslocamentos quimicos para o carbono 1 referentes aos produtos para-substituidos

apresentam os efeitos eletronicos esperados destacando-se a maior desblindagem para os grupos OH

e NO> devido ao maior efeito indutivo retirador de elétrons. No caso dos compostos meta-

substituidos.

Outro resultado que se destaca, ¢ o deslocamento de C-15, carbono carbonilico, que possui o

menor valor, no composto com o trifluormetil como substituinte na posi¢ao para do anel, que pode

ser atribuido a possibilidade de ligagdo de hidrogénio intermolecular. O que ndo ocorre nos meta-

substituidos, onde os valores sdo conforme o esperado em relacdo a todos os substituintes.
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Investigando-se as possiveis correlacdes entre os deslocamentos quimicos de cabono-13
observou-se correlagdo linear significativa para o carbono 7 nas isatina-tiossemicarbazonas para-
substituidas como a constante de Hammett (Gp, MARCH, 1977) com valor de coeficiente de

correlacdo -0,9301, segundo a equagdo 1.

Oc-7(paray= (141,83 £ 0,23) — (3,11 £ 0,50) &p (equagdo 1)
R=-0,9301 dp=0,6434 n=8 fora da correlagdo = H ¢ CH3

onde R ¢ o coeficiente de correlacdo linear, n € o nimero de compostos e dp ¢ o desvio padrao.

A partir da equagdo 1 podem ser previstos menores valores de deslocamento quimico para o C-
7 dos compostos para-substituidos com grupos retiradores de elétrons.

As melhores correlagdes entre os deslocamentos quimicos de RMN de '*C para os compostos
meta-substituidos foram apresentadas, também para o carbono-7 contra as constantes considerando
apenas o efeito eletronico indutivo (o1, ISAAC, 1995). A equacdo 2 mostra a correlagdo como valor

de coeficiente de correlacao de -0,9708.

dc-7(meta) = (144,61 £ 0,61) — (6,41 £ 0,79) o1 (equacao 2)
R=-0,9708 dp=0,2880 n=6 fora da correlagdao = Br
onde R ¢ o coeficiente de correlacdo linear, n € o nimero de compostos e dp ¢ o desvio padrao.

Da mesma forma que para os compostos para-substituidos, os meta-substituidos apresentaram
os maiores valores de deslocamentos quimicos para os grupos doadores de elétrons, considerando-se
a equagao 2.

Além disso, os compostos isatina-aril-tiossemicarbazonas possuem a possiblidade de serem
obtido como uma mistura de dois isdmeros, sendo as formas E e Z, devido a estereoespecificidade
das constantes de blindagem em compostos aciclicos contendo o grupo —C=N-. Mudancas quimicas
'H e *C, juntamente com o *C-'H, ¥C-1*C e '°N-!H, constantes de acoplamento H, podem servir
como uma ferramenta confidvel para a atribui¢do configuracional desses compostos. A orientagao
trans em relagio ao par isolado de nitrogénio, a ressonancia '*C relevante aparece em frequéncias
mais baixas em comparagdo com os grupos orientados cis. O mesmo efeito foi descoberto para a
ressonancia '>C do carbono vizinho ao grupo -CH=N— (AFONIN et al., 2012). Assim, necessita-se
realizar célculos mais especificos para confirmar esta estereosseletividade e a predominéancia de qual

1sOmero.
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5.3. Avaliagdo da Atividade Antifingica

5.3.1. Resultados dos ensaios de inibicdo do crescimento radial em placa de Petri frente ao

Aspergillus parasiticus

Os ensaios foram realizados com os compostos ISATIO-4-X e ISATIO-3-X, em concentragdes
na faixa de 62,5 a 500 pg.mL!, para avaliar a inibi¢io do crescimento do fungo filamentoso
Aspergillus parasiticus (Figura 27), que é um patégeno oportunista, um micotoxigeno produtor das
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. Os ensaios foram realizados e avaliados no periodo de 7 dias, conforme

mostrado na Figura 28. Foi verificado, também, se as isatina-tiossemicarbazonas retardavam o

desenvolvimento dos conidios.

Figura 27: Imagem da lamina preparada do Aspergillus parasiticus utilizado no ensaio. Fonte: acervo pessoal.

Como caracteristicas macromorfologicas, o A. parasiticus em MEA (agar Extrato de Malte) aos
sete dias de crescimento, possui didmetro médio 7,5 cm; sdo pulverulentos, de coloracao verde escuro
e micélio branco claro. O A. parasiticus um fungo filamentoso hialino; com vesicula subglobosa;

uniseriado; conidios e a maioria dos conidi6foros rugosos.

Figura 28: Controle negativo do ensaio de crescimento radial em temperatura média de 29°C. Fonte: acervo pessoal.
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Conforme relatos da literatura (PAIVA, 2013), a avaliagdo do crescimento do fungo
filamentoso A. parasiticus foi realizada utilizando o meio (MEA) foram adicionados as isatina-
tiossemicarbazonas em diferentes concentragdes (62,5 — 500 ug mL™). Obteve-se, assim, apos 7 dias,
com a medi¢ao sendo realizada diariamente, os resultados em centimetros dos halos, além das
caracteristicas observadas neste periodo. A Tabela 13 mostra os valores dos didmetros obtidos para
os halos de crescimento para os compostos avaliados nas concentragdes de 62,5 a 500ug mL!. Foi
observado, também, que nas menores concentracdes a massa fungica apresentava em sua maioria
coloracdo esverdeada e, a medida que a concentragdo aumentava sua coloragdo era branca. Os ensaios

foram realizados na faixa de temperatura de 29 a 31 °C.

Tabela 13: Valores obtidos do diametro de crescimento do halo de inibi¢do do Aspergillus parasiticus

no tratamento nas concentragdes de 62,5 a 500 pg.mL' nos ensaios com as isatina-

tiossemicarbazonas.
Halo = dp (cm)

4-X/3-X 500 pgmL" | 250 pgmL? | 125 pgmL' | 62,5ugmL’ | Controle
Negativo*

ISATIO-H 6,20+0,00 | 7,10£0,17 | 8,50+0,00 | 8,50+0,00 | 8,50+0,00
ISATIO-4-N(CHs)> | 3,10£0,17 | 5,00+0,45 | 6,80+0,00 | 8,50%0,00 8,50+0,00
ISATIO-4-F 2,50£0,00 | 5,70+0,00 | 8,50+0,00 | 8,50+0,00 | 8,50+0,11
ISATIO-3-F 3,50+0,00 | 5,50+0,00 | 6,50+0,00 | 7,00£0,00 | 7,80+0,00
ISATIO-4-Cl 1,3740,15 | 2,0340,35 | 5,03+0,06 | 6,87+0,11 8,50+0,11
ISATIO-3-Cl 1,6040,17 | 5,1740,29 | 7,00+0,00 | 7,50+0,00 | 7,80+0,00
ISATIO-4-Br 4,33+0,29 | 4,67+0,29 | 4,67+0,29 | 6,80+0,00 | 8,50+0,11
ISATIO-3-Br 2,90+0,36 | 3,50+0,00 | 4,67+0,29 | 5,17+0,76 | 8,00+0,29
ISATIO-4-CH; 0,67+0,29 | 4,73+0,11 | 6,47+0,23 | 8,00£0,00 | 8,50+0,00
ISATIO-3-CH; 4,80+0,00 | 6,80+0,00 | 7,83+0,29 | 8,00+0,00 | 8,00+0,29
ISATIO-4-CF3 0,87+0,23 | 3,3740,40 | 5,70+0,00 | 7,50+0,00 | 8,50+0,00
ISATIO-3-CF; 3,00£0,00 | 5,00+0,00 | 5,80+0,00 | 7,50+0,00 | 8,00+0,00
ISATIO-4-OH 6,67+0,29 | 8,50+0,00 | 8,50+0,00 | 8,50+0,00 | 8,50+0,00
ISATIO-3-OH 6,00£0,00 | 7,00+0,00 | 8,00+0,00 | 8,00+0,00 | 8,00+0,00
ISATIO-4-OCH; 3,00£0,00 | 3,27+0,11 | 4.87+0,11 | 6,17+0,29 | 8,50+0,00
ISATIO-3-OCH; 6,30+0,00 | 6,67+0,29 | 8,00+0,00 | 8,00+0,00 | 8,00+0,00
ISATIO-4-NO, 6,00£0,00 | 7,00+0,00 | 7,70£0,00 | 7,77+0,40 | 8,50+0,29
ISATIO-3-NO; 5,00£0,00 | 7,00+0,00 | 8,00+0,00 | 8,00+0,00 | 8,00+0,00

*Controle negativo: halo de crescimento na auséncia da isatina-tiossemicarbazona medido em cm™
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De acordo com os resultados obtidos no periodo e condi¢des indicadas pela técnica do
crescimento radial, os compostos para-substituidos que apresentaram maior inibi¢cao do crescimento
dos halos, foram com os substituintes cloro, metil ¢ trifluormetil. E em relagao aos meta-substituidos,
0s compostos com maior atividade, possuiam o cloro e o trifluormetil como substituintes no anel da
tiossemicarbazona. Vale ressaltar, também, que a maioria das isatina-tiossemicarbazonas em sua
menor concentra¢do avaliada (62,50 pg.mL™') apresentaram menores halos de inibicdo quando
comparados ao controle negativo.

Posteriormente, com os valores dos diametros do crescimento dos halos dos controles negativos
e das placas contendo os produtos sintetizados, foram realizados os célculos para verificar opercentual
da inibicdo do crescimento, fazendo a comparagao entre os halos de inibi¢do dos controlesnegativos
com os halos de inibicdo contendo as isatina-tiossemicarbazonas. Esses calculos foram realizados
com as placas ap6s 7 dias do crescimento fingico. O célculo foi realizado segundo Bampiet al, (2013)
utilizando a equagao:

L ] Ccontrole — Ctratamento
Inibicido do crescimento (%) = - x 100
Ccrescimento controle

Onde C controle: crescimento do halo do controle negativo, C tratamento: crescimento do halo
com o tratamento da isatina-tiossemicarbazona.
Os resultados obtidos para os percentuais dos halos de inibi¢do em comparagdao com o controle

negativo podem ser observados na Tabela 14.
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Tabela 14: Valores do percentual de Inibigao do crescimento do halo do Aspergillus parasiticus nas

concentragoes testadas.

Inibicio do halo Inibicao do halo Inibicdo do halo | Inibicido do halo
Compostos 4-X/3-X | tratamento 62,5 tratamento 125 tratamento 250 tratamento 500
pg/mL (%) pg/mL (%) pg/mL (%) pg/mL (%)
ISATIO-H 0 0 16,47 27,06
ISATIO-4-N(CH3), 0 20,00 41,18 63,53
ISATIO-4-F 0 0 32,94 70,59
ISATIO-3-F 10,26 16,67 29,49 55,13
ISATIO-4-CI 20,00 41,18 76,47 84,70
ISATIO-3-CI 3,85 10,26 32,05 78,20
ISATIO-4-Br 20,00 43,53 47,06 49,41
ISATIO-3-Br 37,50 4375 56,25 56,25
ISATIO-4-CH3 5,88 22,35 43,53 94,12
ISATIO-3-CH3 0 0 15 40
ISATIO-4-CF3 11,76 31,76 61,18 88,23
ISATIO-3-CF3 6,25 27,5 37,5 62,5
ISATIO-4-OH 0 0 0 25
ISATIO-3-OH 0 0 12,5 25
ISATIO-4-OCHj3 25,88 42,35 61,18 64,70
ISATIO-3-OCHj3 0 0 12,5 21,25
ISATIO-4-NO; 5,88 9,41 17,65 41,67
ISATIO-3-NO; 0 0 12,5 37,5

Assim, na Tabela 14 pode ser observado que a inibigdo do crescimento do fungo A. parasiticus
foi dose dependente, ou seja, quanto maior a concentragdo maior foi o percentual de inibicdo em
relagdo ao controle negativo. Os compostos com maior atividade antifungica foram o 4-cloro, 4-
trifluormetil e 4-metil com 84,70%, 88,23% e 94,12%, respectivamente, de inibicdo do halo de
crescimento em relagdo ao controle negativo.

As Figuras 29 e 30 mostram os graficos com a comparacao percentual do crescimento dos halos
de inibicdo das isatina-tiossemicarbazonas para e meta substituidas, respectivamente, e o controle

negativo, respectivamente, na concentracdo de 250 ug.mL! frente ao A. parasiticus.
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Figura 29: Grafico da comparagdo percentual do crescimento dos halos na concentragdo de 250pg.mL! das isatina-

tiossemicarbazonas 4-substituidas com o controle negativo frente ao A. parasiticus.

% diametro do halo - 250ug.mL-1 / Cont.Neg

100
80
60
40

20

Figura 30: Grafico da comparagdo percentual do crescimento dos halos na concentragdo de 250pg.mL! das isatina-

tiossemicarbazonas 3-substituidas com o controle negativo frente ao A. parasiticus.

As Figuras 31 e 32 mostram as placas dos ensaios referentes aos compostos com os substituintes
que apresentaram maior atividade de inibicdo frente ao Aspergillus parasiticus. Assim, estdo
apresentadas as placas para os compostos com os substituintes 4-Cl, 4-CF3 e 4-CHj3 e 3-Cl, 3-CF3 nas

concentracdes referentes a 500 pg.mL™!, 250 pg.mL"!, 125 ug.mL"!, 62,5 pg.mL! e controle negativo.
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Figura 31: Representagdo do resultado dos produtos: ISATIO-4-Cl (a); ISATIO-4-CHs (b); ISATIO-4-CF3 (c). Fonte: acervo pessoal.

Figura 32: Representagdo do resultado dos produtos: ISATIO-3-Cl (d); ISATIO-3-CF3 (e). Fonte: acervo pessoal.

Complementando a apresentacdo dos resultados, para estes ensaios de atividade antifungica
frente ao A. parasiticus dos hibridos isatina-aril-tiossemicarbazonas sintetizados, podem ser
observados nas Figuras 33, 34 e 35 os graficos tempo em dias x taxa de crescimento do halo de

inibi¢do do crescimento, no periodo dos experimentos (7 dias).
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Figura 33: Graficos do ensaio do Crescimento Radial dos produtos: ISATIO-H; ISATIO-N(CHs)2, ISATIO-CH3, ISATIO-OH

respectivamente.
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Figura 34: Graficos do ensaio do Crescimento Radial dos produtos: ISATIO-F; ISATIO-CI, ISATIO-Br respectivamente.
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Figura 35: Graficos do ensaio do Crescimento Radial dos produtos: ISATIO-CH3; ISATIO-NOz, ISATIO-CF; respectivamente.
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Contudo, através de todos os resultados apresentados, os hibridos ISATIO-4-Cl; ISATIO-4-
CHs; ISATIO-4-CF; e ISATIO-3-Cl; ISATIO-3-CF5 foram os que mostraram maior atividade frente
a inibi¢ao do Aspergillus parasiticus, mas, no entanto, ndo foi possivel estabelecer nenhuma
correlagdo com os parametros estruturais.

Quanto ao mecanismo de acao, pode ser sugerido que essas substancias podem atuar através da
inibicdo da enzima 1,4-a-desmetilase que converte o lanosterol em ergosterol, essencial para a
sobrevida do fungo. Essa hipdtese foi sugerida a partir da estrutura quimica das isatina-
tiossemicarbazonas e suas interagdes de acordo com os agentes antifungicos descritos na literatura

(MACHADO et al, 2019).

5.3.2. Concentragdo Minima Inibitoria (MIC) frente ao fungo Sporothrix schenkii através da

microdilui¢ao

Os ensaios foram realizados para determinar qual a concentragdo minima inibitéria das isatina-
tiossemicarbazonas sintetizadas (ISATIO-4-X e ISATIO-3-X) frente ao fungo termodimorfico

Sporothrix spp (Figura 36), que ¢ o patdogeno causador da esporotricose.

Figura 36: Imagem da lamina preparada do Sporothrix spp utilizado no ensaio. Fonte: acervo pessoal.

Como caracteristicas macromorfologicas, o Sporothrix spp apresenta colonias filamentosas a
25°C, crescendo com superficie enrugada e pigmentagao de branco a creme. Em sua micromorfologia
¢ um fungo hialino de hifas finas septadas; apresentando conididforos curtos com conidios no apice
em forma de “margarida”, mas também podem se apresentar sésseis. A Figura 37 mostra a imagem
contendo o S. spp em meio RPMI 1640 nos pogos na placa utilizada para a realiza¢ao do ensaio, € na
Tabela 15 os valores do MIC em pg.mL, ressaltando que foram utilizados como controles positivos
os antifungicos Nistatina (solu¢do da TEUTO) e Itraconazol de origem comercial. De acordo com os

resultados obtidos nas condi¢des indicadas pela técnica referenciada pelo manual do BrCAST -



EUCAST — Documento Definitivo E.DEF. 9.3.1 de janeiro 2017, foram obtidos os valores de MIC:

2 mg.L! para a Nistatina e 1 mg.L"! para o Itraconazol.

Figura 37: Imagem de uma parte da placa utilizada para realizar o MIC, onde os primeiros pocos ndo foram visualizados o

desenvolvimento Sporothrix diferente dos demais que apresentam turvagdo. Fonte: acervo pessoal.

Tabela 15: Valores da Concentragio Minima Inibitoria (MIC) em pg.mL 'frente ao S. spp. para as

isatina-tiossemicarbazonas.

Compostos 4-X/ 3-X MIC pg.mL™!
ISATIO-H Sem atividade
ISATIO-4-N(CH3)2 500
ISATIO-4-F 250
ISATIO-3-F 125
ISATIO-4-Cl1 250
ISATIO-3-CI 125
ISATIO-4-Br 500
ISATIO-3-Br Houve formacao de precipitado
ISATIO-4-CH3 125
ISATIO-3-CH3 500
ISATIO-4-CF; 250
ISATIO-3-CF; 500
ISATIO-4-OH Houve formacao de precipitado
ISATIO-3-OH 500

ISATIO-4-OCH3

Houve formacao de precipitado

ISATIO-3-OCHj3

Houve formacao de precipitado

ISATIO-4-NO, 500

ISATIO-3-NO, 500
Nistatina® 2
[traconazol® 1

&b controle positivo em mg.L!
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Os compostos para-substituidos que apresentaram melhor atividade, verificada pelos valores
do MIC foram o ISATIO-4-CH; com a concentragio minima inibitoria de 125 pg.mL’'e,
posteriormente, os derivados ISATIO-4-Cl, ISATIO-4-F ISATIO-4-CF3 com a concentracao de 250
ug mL!. E em relacdo aos derivados meta-substituidos, a maior atividade foi observada para ISATIO-
3-Cl e ISATIO-3-F, com a concentragio minima inibitoria de 125 pg.mL.

Algumas substancias ndo permitiram a observacdo de seus resultados nos ensaios para a
determinagdo dos valores do MIC, pois houve formagdo de precipitado em suas solucdes,
inviabilizando a observagdo com clareza da turvacao apresentada pelo desenvolvimento do fungo

(Figura 38).

Figura 38: Representacdo das placas de 96 pogos de um dos ensaios do MIC. Fonte: acervo pessoal.

Contudo, os melhores resultados obtidos, nas placas de 96 pogos, foram para os produtos
ISATIO-4-CHj3; ISATIO-3-Cl; ISATIO-3-F que apresentaram maior atividade frente a inibi¢ao do
Sporothrix spp. Sugere-se que a provavel acdo desses compostos pode ocorrer devido a inibigdo da
biossintese do ergosterol ou outros esterois, danificando as membranas celulares do fungo, alterando
também sua permeabilidade, tendo como resultado a perda de seus elementos intracelulares e, pode
ser que ocasione, também, a inibicao da biossintese dos triglicérides e fosfolipidios do fungo. Esta
sugestdo foi indicada através de pesquisas na literatura sobre a a¢do de agentes antifungicos com

estruturas quimicas relacionadas as isatina-tiossemicarbazonas (PEREIRA, 2017).

5.4. Correlacdes entre a estrutura quimica das isatina-tiossemicarbazonas contra os

efeitos antifingicos.

Os compostos sintetizados, obtidos da hibridagdo molecular entre as tiossemicarbazonas
substituidas e a isatina, foram relacionados com alguns parametros eletronicos como as constantes de
Hammett, pardmetros hidrofébicos como log P frente aos efeitos biologicos, obtendo-se correlagdes

significativas apenas para os derivados meta-substituidos frente ao A. parasiticus.
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As equacdes a seguir apresentam as relagdes lineares obtidas para os derivados meta-
substituidos considerando o percentual da inibicdo do crescimento radial para as concentragdes de

500 pg.mL'e 250 pg.mL!, separadamente, contra a constante de Hammett (Gmeta, MARCH, 1977).

Para as isatina-tiossemicarbazonas meta-substituidas em 250 pg.mL!
%crescimento = (21,80 + 3,61) + (90,21 + 12,84) o

R=0,9618 n==6 desvio padrao = 5,70 p =0,002
Grupos fora da correlagdo: 3-NO» e 3-Cl

Para as isatina-tiossemicarbazonas meta-substituidas em 500 pg.mL!

%crescimento = (21,80 + 3,61) + (90,21 + 12,84) o

R=0,9618 n==o6 desvio padrao = 5,70 p=10,002

onde R ¢ o coeficiente de correlagdo, n é o nimero de compostos, € p a probabilidade

Grupos fora da correlagao: 3-NO» e 3-Cl

A variagdo dos grupos substituintes, que se diversificam em doadores e retiradores de elétrons,
mostram que os efeitos indutivos e de ressonancia promovidos por esses substituintes, podem sim
interferir nos efeitos biologicos observados, sendo o efeito indutivo mais relevante, conforme
observados nas equagdes de correlacdo com os derivados meta-substituidos. Assim, foram
confeccionados dois graficos para melhor visualizacdo dos efeitos considerando a substitui¢do nas
posigdes meta e para nos compostos avaliados (Figura 39 e 40, para 250 e 500 pg.mL’,

respectivamente).
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Figura 39: Grafico que representa o percentual de inibi¢do do crescimento do halo para as isatina-tiossemicarbazonas com

substituintes nas posi¢des para e meta na concentragio de 250 pg.mL".
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I para 500
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CH3 OH OCH3 F Cl Br CF3 NO2

ISATIO

Figura 40: Grafico que representa o percentual de inibicdo do crescimento do para as isatina-tiossemicarbazonas com

substituintes nas posi¢des para e meta na concentragio de 500 ug.mL.

Conforme pode ser observado para os derivados para-substituidos ocorre uma distribuig¢do
aleatoria considerando os efeitos eletronicos e para os meta-substituidos observa-se um maior
percentual de inibicdo do crescimento, de maneira geral, para os compostos substituidos por
halogénios.

Com relagdo a atividade das ISATIO para e meta substituidas frente ao Sporothrix spp nao
foram observadas correlagdes significativas com os pardmetros eletronicos ou hidrofobico e os
valores obtidos para os MICs. A Figura 43 mostra o grafico com a comparagdo das isatina-
tiossemicarbazonas meta e para-substituidas que tiveram seus valores de MIC obtidos. Observa-se,
assim, que os substituintes flior e o cloro nos derivados meta-substituidos foram os mais ativos com
menores valores de MIC.

14X
500 I 3-X

400 -
300 —H
200—-
100
0
F cl CH3 CF3 NO2

Isatina-tiossemicarbazona

MIC (ug/mL)

Figura 41: Grafico do MIC (ugmL-") x substituintes nas posi¢des 3 e 4 das isatina-tiossemicarbazonas frente ao Sporothrix spp.
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5.5. Avaliacao da Atividade Quelante.

Na tentativa de avaliar se as isatina-tiossemicarbazonas mais ativas frente aos fungos
investigados possuiam atividade quelante com o Fe*?, foi analisada a capacidade de complexacio,
através da espectroscopia UV/Vis, dos derivados sintetizados que apresentaram melhores resultados
frente a inibi¢do do crescimento das espécies A. parasiticus e S. spp. Essa avaliagdo foi realizada
porque os fungos investigados possuem a enzima Ribonucleosideo Difosfato Redutase (RDR) que ¢
ferro-dependente (BERALDO, 2004) e, poderia se sugerir sua inibicdo como causa da atividade
dessas substancias.

Os espectros foram obtidos nas estequiometrias de 1:1 e 1:2 da isatina-tiossemicarbazona e
Fe?", respectivamente. Apos analise das melhores concentracdes a serem usadas, os espectros de
absorc¢ao foram obtidos na faixa de 500-200 nm. Posteriormente, foi avaliado se haveria formac¢ao de
complexo com as solu¢des contendo os as isatina-tiossemicarbazonas escolhidas e o Fe™.

A analise da sobreposi¢do dos espectros das isatina-tiossemicarbazonas na auséncia e presenca
dos ions de Fe?* nas Figuras 44 a 47, nos possibilita verificar se as substancias estudadas mostravam

indicativo ou ndo de apresentar efeito quelante frente aos ions Fe™.
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Figura 42: Sobreposigao ISATIO-4-CI (4,15* 10 mol.L") e ISATIO-4-CI (4,15* 10°mol.L") + Fe*? (4,15* 10->mol.L"").
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Figura 45: Sobreposicdo ISATIO-4-F (7,99* 10-mol.L!) e ISATIO-4-F (7,99* 10°mol.L-") + Fe*? (7,99* 10 mol.L);
sobreposigdo ISATIO-4-F (7,99* 10°mol.L-!) e ISATIO-4-F (7,99* 10-mol.L!) + Fe*? (4,00* 10> mol.L).
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Figura 46: Sobreposi¢io ISATIO-3-F (9,07* 10 mol.L") e ISATIO-3-F (9,07* 10 mol.L") + Fe*? (9,07* 10 mol.L");
sobreposi¢do ISATIO-3-F (9,07* 10°mol.L"!) e ISATIO-3-F (9,07* 105 mol.L!) + Fe*? (4,53* 10 mol.L").
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Figura 47: Sobreposi¢do ISATIO-4-CF3 (2,47* 10“mol.L") e ISATIO-4-CF3 (2,47* 10*mol.L") + Fe*? (2,47* 10“*mol.L"");
sobreposicio ISATIO-4-CFs (2,47* 10“mol.L") e ISATIO-4-CF3 (2,47* 10“mol.L"") + Fe*2 (1,23* 10-*mol.L).

As ISATIO com substituintes 4-Cl, 4-F e 3-F mostraram um deslocamento hipercromico nos
espectros na proporcao 1:1 e 2:1 entre as espécies de magnitude similar (Figuras 44-47). No caso do
substituinte 4-CF3, foi observado um efeito hipocromico, ainda mais acentuado na proporcao de 2:1,
indicando a formagao do complexo.

Esses deslocamentos que ocorreram quando foram analisadas a sobreposigdes, mostraram que
houve uma mudanca nos niveis de energia dos produtos envolvidos, o que sugere a ocorréncia da
complexagdo dos produtos com os ions de Fe*?.

O efeito hipercromico na absor¢do em 325 nm dos substituintes 4-Cl, 4-F e 3-F, indica que
houve formacao de complexo sendo o efeito calculado em 5,26%, 6,25% e 6,41%, respectivamente.
E o efeito hipocromico na absor¢do em 290 nm e 325 nm do derivado com substituinte 4-CF3 ocorreu
na proporcao de 1:1 em 3,39% e na propor¢ao 2:1 em 18,18%, de acordo com a equagdo a seguir

(ALMEIDA et al., 2013).

Efeito quelante (%) = -[1- (A amostra/A controle) ] x 100%

Os valores para os percentuais na sobreposi¢cdo dos espectros corroboraram com os resultados
obtidos na agdo antifingica, principalmente, frente ao A. parasiticus sugerindo uma possivel inibi¢ao

da enzima ferro-dependente.



82

6 CONCLUSOES

As isatina-tiossemicarbazonas, bem como seus intermediarios, foram obtidos em condigoes
brandas de sintese com a confirmacao das estruturas propostas através das técnicas espectroscopicas,
caracteristicas fisicas, e com rendimentos satisfatdrios. Foi possivel realizar a formacao dos hibridos
isatina-tiossemicarbazonas, através de rota de sintese diferente da utilizada na literatura para
compostos analogos.

Os deslocamentos de RMN 'H e '*C de cada composto, com a presenca dos substituintes na
posicdo 3 e 4 do anel aromatico, corroboraram com o esperado para cada composto, atendendo as
diferengas relacionadas a grupos mais eletronegativos, com maior raio atdmico, mais volumosos, ¢
com possibilidade de interagdo intermoleculares. As bandas de absor¢ao do IV também atenderam as
caracteristicas de compostos com aqueles grupos funcionais.

Além disso, foram obtidos com éxito, 36 compostos, com uma rota sintética, sem muitas
variantes e especificagdes; podendo ser reproduzida e embora menos explorada por outros
pesquisadores, com rendimentos em média satisfatorios.

Os ensaios para investigar a atividade biologica frente aos fungos A. parasiticus e S. spp, foram
exitosos. Através do ensaio de inibicdo de Crescimento Radial e do ensaio de obteng¢do da
Concentracdo Inibitoria Minima (MIC), verificou-se que grande parte dos das isatina-
tiossemicarbazonas sintetizadas inibiram o crescimento dos fungos, ou mesmo retardaram o
desenvolvimento dos conidios, deixando mais lento o metabolismo dessas espécies, diminuindo ou
até¢ inviabilizando a liberagdo de micotoxinas, possivelmente. Com destaque para o composto
ISATIO-4-CHs.

O estudo dos efeitos eletronicos e hidrofobicos mostraram correlagdes significativas apenas
para os compostos meta-substituidos envolvendo os resultados da atividade frente ao A. parasiticus
e a constante de Hammett indicando o efeito indutivo mais significativo.

A formagio de complexos com Fe' sugerida para os compostos com a maior atividade
antifingica, pode ser o motivo ou um deles para explicar o efeito antifungico observado através da

interacdo com a enzima RDR que ¢ ferro-dependente.
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ANEXOS
A - Espectros de infravermelho (ATR) cm'para as aril-p-tiossemicarbazonas sintetizadas
(TIO-4-X).
Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para TIO-H

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para TIO-4-NO2



Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para TIO-4-Br

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para TIO-4-F
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Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para TIO-4-OCH3

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para TIO-4-Cl
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Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para TIO-4-N(CH3):2

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para TIO-4-CH3

96



Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para TIO-4-CF3

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para TIO-4-OH
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B - Espectros de infravermelho (ATR) cmpara as aril-m-tiossemicarbazonas sintetizadas

(T10-3-X).

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para TIO-3-Br

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para TIO-3-OH



Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para TIO-3-OCH3

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para TIO-3-NOz
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Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para TIO-3-Cl

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para TIO-3-F
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Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para TIO-3-CH3

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para TIO-3-CF3
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C - Espectros de Infravermelho (ATR) cm'para as isatina-aril-p-tiossemicarbazonas
(ISATIO-4-X).
Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para ISATIO-H

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para ISATIO-4-Br



103

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para ISATIO-4-F

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para ISATIO-4-OCH3
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Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para ISATIO-4-Cl

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para ISATIO-4-N(CH3)2
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Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para ISATIO-4-CH3

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para ISATIO-4-CF3



106

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para ISATIO-4-OH

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para ISATIO-4-NO2
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D - Espectros de Infravermelho (ATR) cm’'para as isatina-aril-m-tiossemicarbazonas

(ISATIO-3-X).

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para ISATIO-3-NO2

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para ISATIO-3-Br
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Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para ISATIO-3-Cl

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para ISATIO-3-F
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Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para ISATIO-3-OH

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para ISATIO-3-OCH3
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Espectro de Infravermelho (ATR) cm™! para ISATIO-3-CF3

Espectro de Infravermelho (ATR) cm™ para ISATIO-3-CH3
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E- Espectros de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm) para as isatina-aril-p-
tiossemicarbazonas (ISATIO-4-X).
Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) paralSATIO-H

Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) paralSATIO-4-Br
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Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) para ISATIO-4-F

Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) para ISATIO-4-OCH3
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Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) para ISATIO-4-Cl1

Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) para ISATIO-4-N(CH3)2
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Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) para ISATIO-4-CH3

Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) para ISATIO-4-CF3
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Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) para ISATIO-4-OH

Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) para ISATIO-4-NO:
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F- Espectros de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm) para as isatina-aril-m-
tiossemicarbazonas (ISATIO-3-X).

Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) paralSATIO-3-NO:

Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) para ISATIO-3-OCH3
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Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) paralSATIO-3-CH3

Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) paralSATIO-3-CF3
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Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) para ISATIO-3-OH

Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) paralSATIO-3-Cl
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Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) para ISATIO-3-Br

Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls) paralSATIO-3-F
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G — Espectros de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm)para as isatina-aril-p-
tiossemicarbazonas (ISATIO-4-X).
Espectro de RMN de '*C (500 MHz; CDCls) paralSATIO-H

Espectro de RMN de '*C (500 MHz; CDCls) paralSATIO-4-Br
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Espectro de RMN de *C (500 MHz; CDCls) paralSATIO-4-F

Espectro de RMN de '*C (500 MHz; CDCl3) paralSATIO-4-OCH3
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Espectro de RMN de *C (500 MHz; CDCls) paralSATIO-4-Cl

Espectro de RMN de *C (500 MHz; CDCls) paralSATIO-4-N(CH3)z
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Espectro de RMN de *C (500 MHz; CDCls) paralSATIO-4-CH3

Espectro de RMN de '*C (500 MHz; CDCl3) paralSATIO-4-CF3
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Espectro de RMN de *C (500 MHz; CDCls) paralSATIO-4-OH

Espectro de RMN de '*C (500 MHz; CDCls) para ISATIO-4-NO:
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H - Espectros de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm)para as isatina-aril-m-
tiossemicarbazonas (ISATIO-3-X).

Espectro de RMN de *C (500 MHz; CDCls) para ISATIO-3-NO:

Espectro de RMN de '*C (500 MHz; CDCls) para ISATIO-3-OCH3
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Espectro de RMN de *C (500 MHz; CDCls) para ISATIO-3-CH3

Espectro de RMN de '*C (500 MHz; CDCl3) para ISATIO-3-CF3
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Espectro de RMN de *C (500 MHz; CDCls) para ISATIO-3-OH

Espectro de RMN de '*C (500 MHz; CDCls) para ISATIO-3-Cl
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Espectro de RMN de *C (500 MHz; CDCls) para ISATIO-3-Br

Espectro de RMN de '*C (500 MHz; CDCls) para ISATIO-3-F



