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RESUMO

Silva, Bianca Nascimento Monteiro da. SINTESE E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTI-TRYPANOSOMA CRUZI DE DERIVADOS DA ISATINA.
Rio de Janeiro, 2017. Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Este trabalho relata o preparo de novos derivados da isatina contendo os
nucleos 1H-1,2,3-triazéis-1,4-dissubstituidos, tio- e semicarbazona com potencial
atividade contra o parasita T. cruzi, o causador da doenca de Chagas, responsavel por
alta taxa de mortalidade e de sequelas cardiacas no mundo. Apenas o nifurtimox e o
benznidazol séo utilizados para o tratamento desta doenga, ambos apresentam baixa

eficacia clinica e efeitos adversos.

Para a obtencdo dos derivados contendo o ndcleo 1H-1,2,3-triaz0is-1,4-
dissubstituidos, primeiramente foi sintetizado o derivado 5’-azido-espiro(2,5-
dioxaciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) em 4 etapas. Posteriormente, este derivado foi
tratado com alquinos terminais, CuSO,.5H,0, ascorbato de sodio, agua, terc-butanol e
acido acético em condicdes ultrassdnicas para fornecer uma série de 5’-(4-alquil/aril-
1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) em 5 minutos

e em rendimentos que variaram entre 78 e 98%.

O passo seguinte foi a hidrdlise do cetal dioxolano do grupo indolina em
TFA e aquecimento sob refluxo durante 48 horas, conduzindo aos derivados 5°-(4-
alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona) em rendimentos entre 78 e 89%.
As condices drasticas para remocao do grupo protetor motivaram a investigacdo de um
método para a hidrolise do cetal dioxolano da isatina, usando o aquecimento em reator
de micro-ondas, acido p-tolueno-sulfénico ou p-sulfoxido-calixarenos [4] e [6] como

catalisadores.

Apo6s a liberagdo da carbonila cetbnica, as tio- e semicarbazonas foram
obtidas através de reacdo equimolar com cloridrato de tiossemicarbazida ou
semicarbazida em metanol e aquecimento sob refluxo em bons rendimentos (72 a 89%).
Em adicdo, o uso de irradiacdo de micro-ondas foi investigado para a formacao de tio- e
semicarbazonas e conduziu a formacgédo dos produtos de interesse em 10 minutos e em

rendimentos superiores aos observados pelo método convencional (80 a 94%).



Outra parte do trabalho consistiu na troca do grupo triazol na posi¢do 5 do
anel aromatico do ndcleo inddélico pelo grupo 4-fenil-tio- e semicarbazona. Para isso,
reagiu-se o acido 4-formilbenzenobordnico, através do acoplamento cruzado de Suzuki
catalisado por paladio, com o cetal dioxolano da N-metil-5-iodo-isatina. Em seguida, o
aldeido foi transformado em tio- e semicarbazona, em excelentes rendimentos, apds 10

minutos em irradiacdo de micro-ondas.

Os intermediarios e os produtos finais foram avaliados frente ao T. cruzi,
mostrando que as tio- e semicarbazonas sdo as substancias mais ativas da série com
valores de ICspentre 9,6 a 378,3 M. O comportamento redox das tio- e semicarbazonas
foi determinado por voltametria ciclica a temperatura ambiente em solu¢do de metanol
contendo n-BusNCIO,4. Adicionalmente, estudos de docking molecular foram realizados

em dois alvos bioldgicos, a cruzaina e a fosfodiesterase C.

Palavras-chave: 1. Isatina. 2. 1H-1,2,3-triazdis. 3. Tiossemicarbazona. 4.
Semicarbazona. 5. doenca de Chagas.



ABSTRACT

Silva, Bianca Nascimento Monteiro da. SINTESE E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTI-TRYPANOSOMA CRUZI DE DERIVADOS DA ISATINA.
Rio de Janeiro, 2017. Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

The current study addresses the preparation of new isatin derivatives
containing 1H-1,2,3-triazoles-1,4-disubstituted, thio- and semicarbazone groups
presenting potential activity against T. cruzi. This parasite causes Chagas disease,
which is responsible for high mortality and cardiac sequelae rates worldwide.
Nifurtimox and benznidazole are the only drugs used to treat this disease, but both have

low clinical efficacy and cause adverse effects.

In order to obtain the derivative containing 1H-1,2,3-triazoles-1,4-
disubstituted nucleus, the 5’-azido-spiro (2,5-dioxacyclopentane-1,3’-indoline-2’-one)
was primarely synthesized through 4 steps. Subsequently, this derivative was treated
with terminal alkynes, CuSO,-5H,0, sodium ascorbate, water, tert-butanol and acetic
acid under ultrasonic conditions to provide a series of 5’-(4-alkyl/aryl-1H-1,2,3-triazol-
1-yI)-spiro(2,5-dioxa-cyclopentane-1,3’-indoline-2’-one) within 5 minutes and in yield

ranging from 78-98%.

Next, the ketal dioxolane from the indoline group in TFA was subjected to
hydrolysis and heated under reflux for 48 hours, to generate 5’-(4-alkyl/aryl-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)-1,3’-indoline-2’-one) in yield between 78 and 89%. The drastic conditions
adopted to remove the protective group triggered the investigation about the hydrolysis
method applied to ketal dioxolane of isatin, which uses microwave reactor heating, p-

toluenesulfonic acid or p-sulfoxide-calixarenes [4] and [6] as catalysts.

The thio- and semicarbazones were obtained, after ketone carbonyl release,
through equimolar reaction with thio- or semicarbazide hydrochloride in methanol and
through subsequent heating under reflux in good yield (72 to 89%). The use of
microwave irradiation formed the products within 10 minutes, and in yield higher than
that found through the conventional method (80 a 94%).

The present study also consisted of exchanging the triazole group at 5-
position of the indole nucleus aromatic ring to 4-phenylthio- and semicarbazone group.



Accordingly, the 4-formylbenzeneboronic acid was reacted through palladium-catalyzed
Suzuki cross coupling using N-methyl-5-iodo-isatin ketal dioxolane. The aldehyde was
turned into thio- and semicarbazone, in excellent yields, within 10 minutes under

microwave irradiation.

Intermediates and final products were assessed against T. cruzi, and showed
that thio- and semicarbazones are the most active substances in the series presenting
ICso values between <9.6 and 378.3 pM. The redox behavior of thio- and
semicarbazones was set through cyclic voltammetry at room temperature in methanol-n-
BusNCIO,. In addition, the molecular docking studies were performed in two biological

targets, namely: cruzain and phosphodiesterase C.

Keywords: 1. Isatin. 2. 1H-1,2,3-triazole. 3. Thiossemicarbazone. 4. Semicarbazone. 5.

Chagas disease.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doencas Tropicais Negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um grupo diverso de doengas que
podem conduzir ao 6bito 1,4 bilhdo de pessoas, principalmente as popula¢cBes mais pobres.
Atualmente, 17 doencas cronicas sdo classificadas como DTN: dengue, raiva, Ulcera de Buruli
(infeccdo por Mycobacterium ulcerans), treponematosis (sifilis endémica), lepra (doenca de
Hansen), doenca de Chagas (tripanossomiase Americana), doenca do sono (tripanossomiase
Africana), leishmaniose, cisticercose, dracunculose, equinococose, infec¢des de origem alimentar
de nematoides, filariose linfatica, oncocercose (cegueira dos rios), esquistossomose e helmintiases

transmitidas pelo solo.!

Estas doencas sdo consideradas negligenciadas por serem endémicas em populacgdes de
baixa renda e serem distribuidas, principalmente, em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento. Um estudo sobre o financiamento mundial de inovacdo para doencas
negligenciadas revelou que dentre os 850 medicamentos aprovados nos anos 2000 a 2011, apenas
4% foram investidos no grupo de doencas negligenciadas.?

Dentre as DTNs, a tripanossomiase americana (doenca de Chagas) é a que mais
ocasiona transtornos socioeconémicos por causar a mortalidade e a morbidade em um ndmero de

pessoas superior a maléria, a esquistossomose e a leishmaniose (BONNEY, 2014).

1.1.1. Doenga de Chagas

A doenga de Chagas (DC) foi descrita pela primeira vez em 1909 pelo cientista
brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (CHAGAS, 1909). Trata-se de uma enfermidade de
natureza crbnica, que possui como agente etioldgico o parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
(DIAS, 1995).

! Disponivel em: World Health Organization (WHO). Specialized Information Services: Working to overcome the
global impact of neglected tropical diseases
<http://www.who.int/neglected_diseases/2010report/WHO_NTD_report_update_2011.pdf>. Acesso em: 26 de
novembro de 2016.

Z Disponivel em Drugs for Neglected Diseases Iniative (DNDi): <http://www.dndi.org/diseases-projects/#ftn1>. Acesso
em: 26 de novembro de 2016.
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A DC é considerada, pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), uma doenca de
calamidade publica em dmbito mundial por afetar principalmente a populacdo mais ativa, ou seja,

conduzir a perda de forca de trabalho disponivel, gerando grandes impactos econémicos.

Com o processo de globalizacdo, tornou-se crescente 0 nimero de pacientes infectadas
com a DC em paises desenvolvidos ndo endémicos, tais como Austrélia, Canad, Japao, Espanha e
Estados Unidos (REQUENA-MENDEZ et al., 2015) (Figura 1).

B Endémica
.. N&o endémica, mas presente

Figura 1. Distribuicdo da doenca de Chagas em regides endémicas (em vermelho) e ndo-endémicas (em rosa) no

mundo?

Atualmente, estima-se que 6 milhdes de pessoas possuam a DC, e que entre 5 a 6
milhdes estejam na América Latina. Calcula-se que 70 milhGes de pessoas estejam em risco de
contrair a doenca e que menos de 1% recebem o tratamento adequado (MARTINS-MELO et al.,
2014).

Alguns fatores, como o éxodo rural, também contribuiu para o nimero elevado de
pessoas portadoras da DC, visto que esta doenca predomina em regides rurais. As emigracoes rurais
para areas urbanas entre os anos 1970 e 1980 no Brasil modificaram o padrdo epidemioldgico
tradicional da DC, tornando-a mais urbana (BARATA, 2000).
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Dentre as formas de transmissdo da doenca, encontram-se as transmiss@es oral (através
de ingestdo de alimentos contaminados com o T. cruzi) e congénita, mediante transplante de 6rgaos

ou transfusdo de sangue, pelo barbeiro e, mais raramente por acidentes em manipulacao laborial.

A transfusdo de sangue, em muitos locais, é reconhecida como a segunda via em
importancia para a transmissdo da DC e considerada como a principal fonte de transmissdo em
paises industrializados, como o Canada, a Espanha e os Estados Unidos ou em paises latino-
americanos que estejam em processo de erradicacdo completa do barbeiro (principal vetor da

doenca).

Estima-se que nos anos 1960 e 1989, a prevaléncia de sangue infectado em bancos de
sangue em determinadas cidades da América do Sul alcancou de 1,7% em Sédo Paulo a 53% em
Santa Cruz (Bolivia). Em outros paises latino-americanos, como a Bolivia, uma porcentagem muito

maior do que as de hepatite ou HIV foi alcancada (BERN et al., 2009).

O emprego de marcadores sorolégico como teste indireto para T. cruzi, tais como o
HBsAg, e a quimioprofilaxia através do violeta de Genciana, usados em bancos de sangue, séo

métodos que reduzem a ocorréncia da doenca de chagas transfusional (DIAS e COURA, 1997).

Em paralelo, medidas governamentais, como a ado¢do de programas sanitarios de
erradicacdo de vetores, também tém contribuido para a reducdo do nimero e prevaléncia de
individuos infectados.> A Tabela 1 mostra a prevaléncia e a incidéncia da transmissdo da DC nos
paises endémicos da América Latina nos anos de 1990, 2000, 2006 e 2010 (SCHMUNIS e
YADON, 2010; DIAS et al., 2016).

Tabela 1. Mudancas na mortalidade, prevaléncia e incidéncia por transmissdo vetorial da doenca de Chagas na
América Latina, nos anos de 1990, 2000, 2006 e 2010

Parametros/Estimativas 1990 2000 2006 2010
NuUmero de mortes por ano > 45.000 21.000 12.500 12.000
NuUmero de pessoas infectadas 30.000.000 18.000.000 15.000.000 5.742.167
Casos novos por ano / transmissao 700.000 200.000 41.200 29.925
vetorial
Populacgdo total em risco 100.000.000 40.000.000 28.000.000 70.199.360

® Disponivel em: World Health Organization (WHO) (Control of Chagas Disease):
<http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/42443/1/WHO_TRS_905.pdf>. Acesso em: 26 de novembro de 2016.
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Embora a Tabela 1 mostre um cenério mais ameno em termos da DC, o cenério
epidemoldgico ainda traz muitos desafios, principalmente no Brasil, ao que se refere a acbes de
controle e estabelecimento de um plano consistente do sistema unico de saude (SUS) para
diagnostico e tratamento da doencga, bem como para a atencdo integral de milhGes de pessoas
infectadas. Outro fator alarmante advém de estimativas que apontam que em 2055 ainda 31,6% de
brasileiros estardo infectadas com o T. cruzi (JANNIN e SALVATELLA, 2006).

Clinicamente a doenca de Chagas apresenta duas fases bastante distintas: fase aguda e
fase cronica. A fase aguda da doenca se manifesta em dois estagios. O primeiro caracteriza-se pela
auséncia de sintomas nos primeiros dias de infeccdo do hospedeiro vertebrado pelo triatomineo.
Apds um periodo que compreende a 8-10 dias, ocorre 0 segundo estagio, no qual o individuo
infectado apresenta alguns sinais, como o de Romafia e o Chagoma de inoculacdo (AUGER et al.,
2002; MELNIKOV et al., 2005; MONCAYO e ORTIZ, 2006).

O sinal de Romafa é um edema indolor na palpebra inferior e superior de um dos olhos,
simultaneamente ocorre uma coloracdo palpebral eritematoso-violacea, congestdo conjuntival e
linfonodomegalia satélite. O chagoma de inoculagdo consiste em um pequeno nddulo eritematoso
que pode surgir em qualquer regido do corpo. O aparecimento destes sinais vem acompanhado de
febre, astenia, cefaleia, inapeténcia, linfonodomegalia generalizada e hepatoesplenomegalia, bem
como manifestacdes cardiacas (AUGER et al., 2002; MELNIKQV et al., 2005; MONCAYO e
ORTIZ, 2006).

Devido a resposta imunoldgica intensa, a parasitemia regride e o paciente passa a uma
fase cronica da doenca que se manifesta ap6s a oitava semana de infeccdo (AUGER et al., 2002;
MELNIKOQV et al., 2005; MONCAYO e ORTIZ, 2006). Esta fase pode ser subdividida em duas

formas: a forma crénica assintomatica (indeterminada ou latente) e a forma crénica sintomatica.

A forma cronica assintomatica é detectada apenas por exames clinicos e laboratoriais e
é a mais identificada na populacdo das regibes endémicas e entre os doadores de sangue. Os
individuos nesta fase podem apresentar discretos focos de miocardite, reducdo do namero de

neurdnios nos plexos nervosos parassimpaticos cardiacos e digestivos (ANDRADE, 1999).

Apos 20 a 30 anos de infeccdo, cerca de 20-40% dos pacientes chegam a fase cronica

sintomética da DC. Esta fase ¢é definida, principalmente, pelas alteracbes cardiacas que se justificam
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através de miocardite progressiva, com a presenca de aneurismas ventriculares e comprometimento
da funcdo diastolica, além de insuficiéncia cardiaca e aumento do coragdo (Figura 2) (TANOWITZ
et al., 1990; HIGUCHI, 1995; ANDRADE, 1999). Comprometimentos no sistema digestivo e danos
neuroldgicos também podem ocorrer nesta fase da doenca (CHIMELLI e SCARAVILLI, 1997).

Figura 2. llustracdo do tamanho do coragéo de um portador da DC em diferentes fases da doenca’

1.1.2. Trypanosoma cruzi (T. cruzi)

O T. cruzi é um protozoario flagelado do Filo Sarcomastigophora, subfilo
Mastigophora, classe Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (REY,
1991). Este micro-organismo possui um ciclo de vida complexo, pois envolve muitas formas que
apresentam entre si importantes diferencas morfoldgicas, bioguimicas, genéticas e clinicas
(BRENER, 1963). Existe uma variedade extensa de hospedeiros, bem como de células passiveis a

infeccéo por este parasita.

A forma amastigota (do grego, a = desprovido; mastis = chicote) € caracterizada por
constituir células arredondadas com diametro de 2,4-6,5 um e um flagelo curto ndo aparente em
microscopia Optica. A forma amastigota € definida como o estagio replicativo no hospedeiro
vertebrado (MEYER e DE OLIVEIRA, 1948), porém estudos apontam que também sdo capazes de
gerar infeccdo nos hospedeiros (CARVALHO e DE SOUZA, 1989; LEY et al., 1990; MORTARA,
1991; FERNANDES et al., 2006).

* Disponivel em MediFoco: < http://medifoco.com.br/doenca-de-chagas-sinais-e-sintomas-da-fase-aguda-e-cronica/ >.
Acesso em: 15 de dezembro de 2016.
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A forma epimastigota (epi = anterior) sdo formas extracelulares, ndo-infectivas para 0s
vertebrados, com comprimentos de 20-40 um e largura 2-5 pm, dividem-se por fissdo binaria.

A forma tripomastigota (trypo = perfurar, referindo-se a capacidade que essas células
possuem de aderir a uma superficie por um Unico ponto enquanto fazem rapidos movimentos
rotatorios semelhantes a uma broca) séo incapazes de se dividir, sendo consideradas infectivas ao
hospedeiro vertebrado. Possuem um comprimento de aproximadamente 18 pm, incluindo um
flagelo livre de 6 um e largura de 2-3 um. Estdo presentes nos hospedeiros invertebrados
(tripomastigota metaciclico), situadas no intestino posterior perto da ampola retal, e em hospedeiros
vertebrados, na corrente sanguinea e em diferentes tecidos (tripomastigota sanguineo).

O T. cruzi também apresenta diversidade morfo-biologica de cepas ou linhagens
filogenéticas identificadas com base em diferengas no comportamento biolégico da cepa na
infeccdo em animais de laboratorio, caracteristica bioquimica dos isolados e caracteristicas
moleculares dos diferentes estoques. Além de diversidade genética revelada através do uso de
marcadores enzimaticos e técnicas com o DNA do cinetoplasto (ANDRADE e MAGALHAES,
1997; COURA et al., 1966).

As linhagens do T. cruzi podem ser divididas em dois grupos. As linhagens Séao Felipe,
Silvio X10, Dm28, G, F e Tulahten estdo inseridas no grupo |, e as linhagens CL, CL-Brener, CAL,
Esmeraldo e Y compdem o segundo grupo (ANDRADE et al., 1985).

O grupo T. cruzi | €, majoritariamente, observado em mamiferos selvagens, enquanto o
T. cruzi |l estd associado a primatas e a infec¢bes em seres humanos, consistindo, portanto, em
cepas de alta parasitemia (FERNANDES et al., 1998; ZINGALES et al., 1998).

1.1.2.1. Ciclo evolutivo do T. cruzi

O ciclo de vida do T. cruzi ocorre no interior de dois hospedeiros: um invertebrado (o
triatomineo hemat6fago), e um vertebrado (mamiferos, incluindo o homem) (MONCAYO e
ORTIZ, 2006). A contaminagdo de um hospedeiro vertebrado ocorre quando a fémea do barbeiro
(Triatoma infestans), que € hematofaga, infectada com o T. cruzi pica um mamifero para fazer o
repasto sanguineo. Apo0s a ingestdo do sangue, geralmente, o inseto deposita seus excrementos

(fezes e urina) contaminados com a forma flagelada infectante (tripomastigota metaciclica) sobre a

39



pele do hospedeiro (TYLER e ENGMAN, 2001). No momento em que o hospedeiro coga a regido
lesionada da pele, pode carrear o T. cruzi para o sistema circulatério. Uma vez no sistema
circulatério, o parasita consegue se movimentar pelos fluidos corporais e infectar células
musculares, epiteliais e neurdnios. O mecanismo de invasdo do T. cruzi ocorre por meio da
internalizacdo por fagocitose, formacdo de pseuddpodes e/ou recrutamento de lisossomos para o

local de invasao.

No meio intracelular, o T. cruzi se diferencia a forma amastigota para em seguida se
diferenciar na forma tripomastigota, capaz de romper a célula e entrar na corrente sanguinea para
infectar novos tecidos ou ser absorvido por um outro barbeiro (TYLER e ENGMAN, 2001) (Figura
3). O tatu (Euphractus sexcinctus), o gamba (Didelphis albiventris), o sagui-estrela (Callithrix
penicilata) e roedores (Thrichomys laurentius) sdo exemplos de outros hospedeiros vertebrados do
T. cruzi reportados na literatura (ZELEDON e RABINOVICH et al. 1981; TARLETON et al.,
2007).

Ciclo de vida do T. cruzi

No barbeiro No ser humano (ou mamiferos)
1) O inseto pica e defeca sobre a pele do
hospedeiro. A forma tripomastigota invade a 2) Tripomastigotas invadem a célula e se
diferenciam em amastigotas.

corre% T/\@@ \\ F L

9) Transformam- se (:\
em trlpomastlgotas
3) Os amastigotas se multiplicam-se
8) Multiplicam-se assexuadamente no interior das células.
6) Trlpomastlgotas "

5) O parasita invade novas células em regides
diferentes do corpo e se multiplicam

sanguineos sdo absorvidos

%por um outro barbeiro.

7) Transformam-se em
epimastigotas no intestino g‘

do barbeiro. S = /@

4) Os amastigotas transformam-se em
tripomastigotas e rompem a célula,
A - Estéagio infeccioso A\ = Estagio diagnéstico invadindo a corrente sanguinea.

Figura 3. Representacéo esquematica do ciclo de vida de T. cruzi no barbeiro e no ser humano (http://www.cdc.gov)®

® Disponivel em <https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html>. Acesso em: 15 de dezembro de 2016.
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1.1.3. Quimioterapia da Doenca de Chagas

A DC ndo possui cura e o desinteresse das industrias farmoquimicas (LOWELL e
DEARL, 2009) pelo desenvolvimento de novas substancias contra a doenca, aliada aos poucos
estudos acerca dos mecanismos pelos quais o T. cruzi efetivamente causa a doenga, limita a
quimioterapia empregada no tratamento da DC ao uso do benznidazol (Lampit®, 1) e do nifurtimox
(Rochagan® ou Rodanil®, 2— Figura 4).

(e
®/
N)\"\l\

SURE SRS
o Dy
(o] \_/\\o

@ 2
Benznidazol (BZD) Nifurtimox

Figura 4. Estrutura do benznidazol (BZD - 1) (Rochagan®, Rodanil®, Roche) e do nifurtimox (2) (Lampit®, Bayer),

substancias usadas no tratamento da doenca de Chagas

O nifurtimox é um nitrofurano manufaturado pela Bayer, e o benznidazol (BZD) é um
derivado nitroimidazélico manufaturado pela Roche, desenvolvidos nos anos de 1960 e 1970, de
modo respectivo. Ambos os farmacos possuem atividade significativa somente na fase aguda da
DC, e mostram baixa eficacia clinica. Além disso, existem cepas do T. cruzi resistentes a estes
farmacos (URBINA, 1994).

O nifurtimox possui elevada toxidez, o que ocasiona baixa tolerancia dos pacientes que,
em geral, abandonam o tratamento. Por isso, o0 BZD € o Unico farmaco comercializado e
desenvolvido no Brasil. O laboratério farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE) € o Unico laboratério

publico do mundo que produz o BZD e o distribui & populacdo infectada através do SUS.°

A rota de sintese do BZD foi desenvolvida pala industria farmacéutica Roche, a qual
consiste na reacdo entre o 2-nitroimidazol (3) e metoxido de s6dio com posterior substituicdo
nucleofilica no cloroacetato de metila (4). Em seguida, o éster (5) é submetido a reagcdo com
benzilamina (6) para fornecer o BZD como produto (Esquema 1) (HOFFMAN-LA ROCHE, 1966).

6 Laboratério farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE). Disponivel em:<

http://www.lafepe.pe.gov.br/category/benznidazol>. Acesso em: 15 de dezembro de 2016.
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Esquema 1. Rota de sintese do BZD

O mecanismo de acdo do BZD ndo é completamente compreendido, mas estudos
sugerem que o grupo nitro ligado ao anel imidazol deste farmaco € reduzido por uma enzima
conhecida como nitro-redutase | do protozoario (TcNTR). Esta reducdo desencadeia a formacéao de
metabdlitos altamente reativos, responsaveis ndo apenas pela acdo tripanocida, mas também pela
elevada toxicidade reportada para o0 BZD (MORENO et al., 1982; TEMPERTON et al., 1998;
MAYA et al., 2003 e 2007).

TROCHINE e colaboradores (TROCHINE et al., 2014) descreveram que cepas do T.
cruzi resistentes ao BZD utilizam a enzima tripanotiona (TSH) para inibir a acdo do farmaco. Desta
forma, substancias como a pentamidina (7, Fauldpenta®) e a sulfoximina de butionina (8, Figura 5)
podem ser usadas em combinacdo com o BZD, pois inibem a producdo da glutationa e da
espermidina (proteinas essenciais a sintese da TSH;) (FAUNDEZ et al., 2005; MANTA et al.,
2013; DIAZ et al., 2014).

H,N OH
o~ /—>_<0
/\/\S\
HN NH 7 0
HN
NH, 7 NH, (9
Pentamidina Sulf oximina de butionina

Figura 5. Estrutura quimica da pentamidina (7) e da sulfoximina de butionina (8)

Outras substancias investigadas para uso em associa¢édo ao BZD sdo o posaconazol (9),
um derivado triazélico que inibiu a infeccdo pelo T. cruzi em camundongos (OLIVIERI et al., 2010;
FRANCA et al., 2014) e a anfotericina B (CENCIG et al., 2011) (AmBisome®, 10 — Figura 6).
Ambos os farmacos possuem agdo antifingica comprovada e atuam sobre o ergosterol, esterdis cuja
funcdo envolve a regulacdo de propriedades fisicas, tais como a fluidez e a permeabilidade da

membrana plasmatica de micro-organismos.
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Posaconazol

ICso (T. cruzi epimastigota) =0,014 uM
ICs (T cruzi ymagtigota) = 2,5 x 10 uM

(10) Hoi[)\m

Anfotericina B

Figura 6. Estrutura quimica do posaconazol (9) e da anfotericina B (10)

Embora algumas substancias, como as antiflngicas, possam aumentar a poténcia do
BZD, esforcos da comunidade cientifica sdo necessarios para a obtencdo de ndcleos ativos e

promissores contra DC.

1.1.3.1. Ndcleos ativos contra o T. cruzi

1.1.3.1.1. Semicarbazonas e Tiossemicarbazonas

No que se refere aos principais nucleos estudados com interesse antichagasico, as tio- e
semicarbazonas possuem destaque, devido a sua capacidade de sequestrar metais e sua versatilidade
estrutural (Figura 7). Além disso, os métodos para a sintese de tio- e semicarbazonas sdo geralmente
muito simples e consistem na reacdo entre aldeidos ou cetonas com tio- e semicarbazidas
(CHOWDHURY et al., 1999; HEBY et al., 2007; SINGH et al., 2012).
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X = 0, semicarbazona ou S, tiossemicarbazona

Figura 7. Estrutura geral de tiossemicarbazonas (X = S) e semicarbazonas (X = O). Ry, Ry, Rs, R4 = H ou qualquer

outro substituinte organico

Furanos, piridinas, indanonas, tiazois, tetrahidronaftalenos e benzofenonas sdo os
nacleos mais descritos na literatura para a associacdo com carbazidas bioativas. Os metais:
antiménio, platina, paladio, cobre, ruténio, rénio, manganés e vanadio estdo presentes nos
complexos de tio- e semicarbazonas com atividade antichagasica (CERECETTO et al., 2000;
OTERO et al., 2006; CAPUTTO et al., 2011; HARAGUCHI et al., 2011; P1ZZO et al., 2012;
DEMORO, et al., 2013; SANTOS et al., 2012; ESPINDOLA et al., 2015; SCALESE et al., 2015;
SILVA, et al., 2016).

Cerecetto e colaboradores (CERECETTO et al.,, 2000) reportaram a atividade
antichagésica in vitro contra a forma epimastigota do T. cruzi de carbazois obtidos a partir do 5-
nitro-furaldeido ou 5-nitrotiofeno-carboxaldeido. O derivado 26 foi 0 mais ativo da série, exibindo
97% de inibicdo sobre o crescimento do parasita. Os compostos 11 e 12 que foram avaliados em

dose mais baixa (5 M) mostram niveis de inibicdo satisfatorios (51 e 62%, respectivamente).
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OZN/OVN\NXY

X H

PIC (%) Dose (uM)

X =0, 11, Y = butilamino 51 5
12, Y = hexilamino 62 5
13, Y = 2-metoxi-etilamino 50 10
14, Y = morfolina-4-il 2 10
15, Y = 2-fenil-etilamino 16 10
16, Y = 2-(3,4-dimetoxi-fenil) etilamino 23 10

X =S, 17, Y =butilamino 3 10
18, Y = hexilamino 4 10
19, Y = 2-metdxi-etilamino 0 10
20, Y = morfolina-4-il 0 10
21, Y = 2-fenil-etilamino 3 10
22, Y = 2-(3,4-dimeto6xifenil) etilamino 0 10

B i
N
02N X ~ \N)LN/\/\Y

H H

PIC (%) Dose (uM)
X'=0, 23, Y = 3-dimetilamino 6 25
24,Y = 3-dietilamino 1 10
25, Y = piperidina-1-il 27 25
26, Y = fenilamino 97 25
X =S, 27,Y = 3-dimetilamino 6 25

28, Y = 3-dietilamino NR NR

29, Y = piperidina-1-il 33 25

Nifurtimox (2)

PIC (%) = 67
Dose (uM) =5

Figura 8. Estrutura dos derivados 5-nitrofurano (11-29) e sua atividade in vitro contra a forma epimastigota do T. cruzi.

PIC = Porcentagem de inibi¢do do crescimento

Tiossemicarbazonas derivadas do 5-[(trifluormetil)feniltio]-2-furaldeido contendo
substituintes retiradores de elétrons no anel aromatico (CF; e NO,) (Figura 9) apresentaram
atividade similar ao BZD e ao nifurtimox. O derivado 33 foi 0 mais promissor, apresentando LCs

igual a 3,2 e 3,4 pg/mL, de modo respectivo. Os dados sugerem que o grupo nitro (NOy) é
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importante para a expressdo da atividade atribuida aos compostos avaliados (MORENO-
RODRIGUEZ et al., 2014).

F3C\ 3
Y 2
4[jL B i
5 S/ /(B\/N )k
/ . 15 o Z N7 ONH,
R H
Punta lobos Querétaro
LCsy (ng/mL) LCsp (ng/mL)
30. CF, (C2), R=H (C3, C4, C5, C6) 11,4 14,0
31. CF; (C3), R =H (C2, C4, C5, C6) 17,8 78
32. CF, (C4),R=H (C2, C3, C5, C6) 8,3 29,5
33. CF; (C4), R =NO, (C2), R = H (C3, C5, C6) 3.2 3.4
34. CF4 (C4), R =F (C2, C3, C5, C6) 5,1 4,6
Nifurtimox (1) 4,0 6,5
BZD (2) 2,0 8,5

Figura 9. Tiossemicarbazonas derivadas do 5-[(trifluormetil)feniltio]-2-furaldeido avaliadas contra a doenca de Chagas

Tio- e semicarbazonas possuem a capacidade de se complexar a diferentes metais.
Complexos de rénio e ruténio de semicarbazonas foram preparados e avaliados quanto a habilidade
de inibir o crescimento do T. cruzi. Os complexos contendo o rénio, 39 e 40, apresentaram atividade
similar ao nifurtimox e todos os complexos de ruténio (41-44) mostraram baixa atividade
antichagasica quando comparados aos ligantes livres (35-38 — Figura 10) (OTERO et al., 2003;
OTERO et al., 2006).
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B I
= = N\ )L - R
O,N N N
2 (0 H H
n
PIC (%) Dose (uM)
= = 1 2
R=H, 35r=0 720 55 PIC (%) Dose (M)
36,n=1 100 25 Nifurtimox 100 25
50 s @ 50 5
R =butil, 37,7=0 25 5
38, n=1 100 25
84 5
O\ gl PPh Me,0S_ Cl
,R‘eﬂ 3 \ :/Cl
/ \ a II() / \ Mezos/liu"lll()
N NO )\ N )\
O,N" "o E NH, O,N" Mo N >N NHR
n H
n
PIC (%) Dose (uM) PIC (%) Dose (uM)
R=H, 39,n=0 92 25 R=H, 41,n=0 11 15
65 5
40, n =1 89 25 42, n=1 71 25
64 5 20 5
R=butil, 43,2=0 0 25
0 5
44, n =1 63 15
45

Figura 10. Complexos de rénio e de ruténio derivadas de 5-nitrofurilsemicarbazonas e sua avaliagdo anti-T. cruzi in

vitro em meio axénico. PIC = Porcentagem de inibi¢do do crescimento

A acdo tripanocida de complexos de ruténio também foi reportada por outros grupos de
pesquisa (DEMORA et al., 2013; SARNIQUET et al., 2014; FERNANDEZ et al., 2015). Por
exemplo, o complexo [Ruz(p-cimeno)2(L4)2]Cl, (46) foi o mais ativo contra a forma tripomastigota
(ICso = 8,68 UM) do que a forma epimastigota (ICso = 86,10 uM), enquanto o complexo 45,
contendo 1,3,5-triazo-7-fosfa-adamantano, mostrou baixa atividade comparada a tiossemicarbazona
correspondente. A substéancia 47 foi a mais promissora, mostrando ICs, igual a 0,41 uM, sendo o

nifurtimox o farmaco de referéncia (Figura 11).
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R./.Cl R
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ci-Ru—g WP\\’>/N PhsP.
O,N /) /N/ J\ NE/ ]\ ?u"lls

2 o OZN&N\N*H/\

N NHPh
H
H
ICs (tripomastigotas): 84,2 uM 7
ICs (epimastigotas): 85,2 uM ICsy (epimastigotas): 0,41 uM
45
— @) _ Ligante livre:
ICsy (epimastigotas): 22,7 uM
—( PhHN /N\ o
SR M)
\ IS, /) cl,
Ru~.g~ \
/ \ / J\ Nifurtimox (2)
O,N PN . . )
(0] |l:l| NHPh ICsq (tripomastigotas): 22,8 pM
1C5 (epimastigotas): 20,1 uM
6) 50 g

ICsq cepa Y (tripomastigotas): 11,69 uM
IC5y Dm28c (tripomastigotas): 8,68 uM
IC5o Dm28c (epimastigotas): 86,10 uM

Ligante livre:

IC5y cepa Y (tripomastigotas): NR
IC5y Dm28c (tripomastigotas): 22,72 pM
1C59 Dm28c (epimastigotas): 9,52 pM

Figura 11. Complexos de ruténio derivados de 5-nitrofuriltiossemicarbazonas e suas atividades in vitro contra as
formas epimastigota e tripomastigota do T. cruzi
Ensaios biolégicos foram conduzidos com derivados de tiossemicarbazona contendo os
grupos ciretrenil (48) e ferrocenil (49 e 50 — Figura 12) frente a cepa Dm28c-T. cruzi. Todos 0s
derivados ciretrenil avaliados apresentaram valores de ICsq superiores a 100 uM, enquanto 0s com 0

ferrocenil foram mais ativos, provavelmente devido as suas propriedades redox (ARANCIBIA et
al., 2014).

MLn
% I
N\ )J\ /RZ
Z >N N
H H
Ry
MLn R, R, T. cruzi (IC5o/uM)
48) Re(CO); HouCH; H,CH; CH,CHzouPh  >100
(49) Fe (h-CsHs) H CH; 15,8
(50) Fe(h-CsHy) H CH,CH;, 9,1

Figura 12. Derivados de tiossemicarbazonas contendo os grupos ceretrenil (48) e ferrocenil (49 e 50) e suas

propriedades antichagésicas frente a cepa Dm28c
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A Figura 13 relne os resultados da avaliacdo antichagasica descrita na literatura para
complexos de paladio, platina e antiménio associados ao grupo tiossemicarbazona. Os complexos
de paladio(ll) (51-52, 55-56) e platina(ll) (53-54, 57-58) derivados de 1-indanonas, por exemplo,
mostraram acao antiproliferativa contra as formas epimastigotas do T. Cruzi superior ao derivado
sem o ligante. Neste estudo, a atividade biologica das substancias foi feita frente a cepa Tulahten 2
(SANTOS et al., 2012). Tiossemicarbazonas complexadas ao antiménio (62, 64, 66) também
mostraram-se promissoras com valores de 1Cso para as formas epimastigotas e tripomastigotas do

parasita inferiores ao BZD, farmaco empregado como referéncia.

cl
s
nln/ \\—NH; R, Ri
a—M
\—NH
R
Ry / R, A 2| cr
R,=R,=H (HLI) N—N N~NH
R, =R, = OCH, (HL2) M
. 1= R, = OCH, M M A

Tripomastigotas

T. cruzi - 1Csq (uM)

Epimastigotas

61.R = H (H2Fo4Ph) ND ND
62. [Sb(2F04Ph)Cl,] 1,27 1,23
63. R = CH; (H2Ac4Ph) ND 52,78
64. [Sb(2Ac4Ph)Cl,] 1,23 ND
65. R = C4H; (H2Bz4Ph) 14,41 ND
66. [Sb(2Bz4Ph)Cl,] 8,39 2,10
1.BZD 6,26 6,65

i H,N S NH, ]
ICso (M) PIC (%) ICsp
M) PIC (%)
S1. [PACIy(HL1)] 1,6 100 55. [PACI,(HL1)] 047 100
52. [PdCIy(HL2)] 3,0 100 56. [PACI,(HL2)] 2,3 100
53. [PtCl(HLD)] 250 50 57. [PtCL(HL1)] 87 89
54. [PICI,(HL2)]  >25 0,0 58. [PtCL,(HL2)] >25 27.8
ICsp
(uM)  PIC (%)
R
n NH 59. Ligante livre (HL1) 18,6 80,8
NS
AN N 2 60. Ligante livre (HL2) >50 19,0
_N S 2. Nifurtimox 7,7 100

Figura 13. Tiossemicarbazonas complexadas ao paladio(ll) (51-52, 55-56), a platina(ll) (57-58) e ac antiménio(lll)

(62, 64, 66) ativas contra o T. cruzi. PIC = Porcentagem de inibi¢do do crescimento

Estudos indicam que tiossemicarbazonas inibem a cruzaina. A cruzaina é uma isoforma

da cruzipaina, enzima envolvida na interacdo parasita-célula do hospedeiro e presente nas vesiculas

49



lisossomais do T. cruzi (SOUTO-PADRON et al., 1990; MEIRELES et al., 1992; HARTH et al.,
1993).

Pesquisas conduzidas de modo independente por Du (DU et al., 2002), Greenbaum
(GREENBAUM et al., 2004) e Fuji (FUJI et al., 2005) revelaram que tiossemicarbazonas derivadas
de acetofenonas (67-70) inibiram a cruzaina com valores de 1Cso variando entre 0,019 a 0,1 uM, e
que a presenca do atomo de cloro no anel aromatico forneceu um incremento da atividade bioldgica
para esta série de compostos. O nimero de carbonos presentes em R! também influenciou na
atividade, por exemplo, o composto 70 foi aproximadamente 2 vezes mais ativo do que 69 (Figura
14).

Outro exemplo de tiossemicarbazonas ativas frente a cruzaina foi reportado por Blau e
colaboradores (BLAU et al., 2013). No entanto, ndo houve correlagdo entre a atividade tripanocida
desses derivados (71 e 72 — Figura 14) e a a¢do inibitdria da cruzaina.

R!
3 g NH
NS
2 4 | \2 N7 :
R I
5 N1 S
6
Cruzaina ICs, (uM)
(67) R; = CH;3; R, =4-Br 0,06
(68) R; = CH,CHj3; R, =4-Br 0,1
(69) R, = CH,CHj;; R, =4,5-Cl 0,03
(70) R, = CH,CH,CH,CHj3; R, =4,5-C1 0,019 o
OH
BrH.H,N o
H NH HN
NS
N~ 2 H
NS _ NH2
S N
O,N
2 @ 72 S
1C5o (UM) 6,3 12,0
Inibigdo da cruzaina (%) 20 50

Figura 14. Tiossemicarbazonas avaliadas frente & enzima cruzaina
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Arildxi- (73-77) e aril-tiossemicarbazonas (78-82 — Figura 15) apresentaram acao
tripanocida contra as formas amastigotas e tripomastigotas do T. cruzi e inibiram a cruzaina. O

composto 82 foi 0 mais ativo do conjunto, inibindo a cruzaina em 99,1%.

Ar ArO
O\)\ g NH H
ST 2 x. _N_ _NH,
N \ﬂ/
S
B S
r Br
T. Cruzi Inibigdo da T. Cruzi Inibigdo da
Ar IC50 (mM) Cruzaina (%) Ar ICs0 (mM) Cruzaina (%)
(73) 4-CH;Ph 7.9 70,9 (78) 4-CH,CH;Ph 6.4 75,1
(74) 4-OCH;Ph 11,9 38,7 (79) 4-OCH;Ph 8,9 75,8
(75) 4-FPh 10,7 53,1 (80) 4-FPh 15,7 84,0
(76) 4-CIPh 14,8 67,5 (81) 3-CIPh 25,1 51.8
(77) 4-PhPh 3,3 88,9 (82) 3,4-diCIPh 83 99,1

Figura 15. Atividade anti-T. cruzi contra as formas infectantes (amastigota e tripomastigota) e acdo inibitoria frente a

cruzaina de arildxi- (73-77) e aril-tiossemicarbazonas (78-82)

Vale ressaltar que nao h4, atualmente, tio- ou semicarbazonas em fase de ensaios
clinicos para o tratamento da DC. Como o desenvolvimento de farmacos é lento e de custo elevado,
varios medicamentos utilizados em outras doencas estdo avaliados contra o T. Cruzi. Esta técnica é
chamada de reposicionamento de farmacos e tem como vantagem a reducéo de custos e velocidade
de desenvolvimento, pois tratam-se de entidades quimicas cuja seguranca ja foi estabelecida
(FRANCA et al., 2014).

1.1.3.1.2. Isatinas

A isatina é um heterociclo pequeno e versatil que possui em sua estrutura um anel
aromatico passivel de reacGes de substituicdo eletrofilica, principalmente nas posi¢bes 5 e 7, um
grupo NH que pode sofrer reacdes de N-alquilacdo ou N-acilagdo e duas carbonilas de naturezas
quimicas distintas, uma amidica em C2 e outra cetonica em C3 (Figura 16) (SILVA, GARDEN e
PINTO, 2001; SILVA, 2013).

A isatina pode ser encontrada na secrecdo de glandulas parotidas de sapos do género
Bufo (GUO e CHEN, 1989) e em plantas do género Isatis nas espécies Calanthe discolor Lindl. e
Couroupita guianensis Aubl (ISCHIA, PALUMBO e PROTA, 1988; YOSHIKAWA et al., 1998).
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NH,

X
Reagcdes de Substituicéo N—NH
Eletrofilica no Anel Aromético Cfg:
N X=0o0uS

(SILVA et al., 2010; GARDEN

etal., 2001) >
0 N
, . (o] NOH
1 X / 4 o] N N
X— o / 3 Y \
Z~N ., 5 2 H H o
\ —— | 6 o N
H ‘| 1 \
X =NO,, I,FouB \ 7 N‘1 : H
= 25 1y ou br ‘\\ (83)H

_ isatina .- g ’ Reacdes de Protecéo ou Reducdo em C3 (KEARNEY et al.,
Treeees - 1992; RIBEIRO et al., 2007; SILVA et al., 2008)

@#%%

R =Me, Et ou Bn,
por exemplo.

Reacdes de N-alquilacdo ou N-acilagdo no grupo NH (JOSHI et al., 1989)

Figura 16. Estrutura da isatina (83) e alguns exemplos de suas transformagdes quimicas

A isatina e seus derivados possuem uma variedade de propriedades bioldgicas, o0 que
motivou a escrita de artigos de revisdo que abordam as suas diferentes aplicacdes terapéuticas
(VINE et al., 2007 e 2009; PAL et al., 2011; SINGH e DESTA, 2012). As isatinas apresentam
atividades sedativo-hipnético (ZAPATA-SUDO et al., 2007; MONTES et al., 2017),
antinociceptivas (GIORNO et al., 2016), anticancer (SUN; SCHILLER, 2007; SILVA et al., 2008),
antimicrobiana (PANDEYA et al., 1999), antibacteriana (SRIDHAR et al., 2001), anticonvulsivante
(KUCUKGUZEL et al., 2004), antiviral (QUENELLE et. al., 2006), dentre outras.

Embora a isatina permita inimeras transformacfes quimicas em seu nucleo e possua
diversas atividades bioldgicas, apenas um trabalho foi publicado, em 2003, por Chiyanzu e
colaboradores, no qual a descreve como promissora no tratamento da DC por inibir a cruzaina
(CHIYANZU et al., 2003).

52



A Figura 17 mostra alguns dos resultados obtidos pelos autores. Os valores de ICsg
(uM) revelam que o substituinte presente no anel aromético da isatina ndo influiu sobre a inibigdo
(84-87). A insercdo do grupo tiossemicarbazona (91-96) ofereceu um incremento na atividade
bioldgica para este conjunto de moléculas, contudo o derivado N-alquilado 89 foi o mais ativo do

conjunto, apresentando I1Cs igual a 2,8 pM.

X
X
Ri—— o
Z N
R,
Substancias X R; R, 1Cs (UM)
Isatina (83) (0] H H >>10
5-metil-isatina (84) (0] 5-Me H >>10
5,7-dimetil-isatina (85) (0] 5,7-Me H >>10
5-nitro-isatina (86) (0] 5-NO, H >>10
5-fllor-isatina (87) (0] 5-F H >>10
88 o H (H) >>10
£—S—ph
6
89 (0] 5-Me ./j@ 2,8
Ph
90 (0] 5-F o >>10
i)ko/\Ph

91 N-NHC(S)NH, H H 8
92 N-NHC(S)NH, 5-Me H 20-50

93 N-NHC(S)NH, 5,7-Me H 16

94 N-NHC(S)NH, 5-NO, H 30

95 N-NHC(S)NH, 5-F H 30

96 N-NHC(S)NH,  5-Cl,7-Me H 10,5

Figura 17. Isatinas com acdo inibitoria sobre a cruzaina

1.1.3.1.3. 1,2,3-Triazo6is
De forma diferente das isatinas, os triazois sdo de origem exclusivamente sintética e

possuem um anel heteroaromatico de 5 membros dentre os quais trés sdo nitrogénios, podendo ser

classificados como vicinais (1,2,3-triaz6is) ou como simétricos (1,2,4-triazois). Apenas na década
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de 1950, apos a descoberta de suas diferentes aplicacdes, que vao desde 0 uso como explosivos até
como farmacos, houve um crescente interesse quanto ao estudo desta classe de heterociclos (MELO
et al., 2006).

O 1,2,3-triazol foi inicialmente descrito por PECHMANN, em 1888, que tratou a bis-
fenil-hidrazona 97 com &acido nitrico sob aquecimento para o preparo do triazol 98 (Esquema 2).

_Ph
HN
| R R
T e 7\
N 1 N\N/N 3 +
R™ N R = (a) H e (b) CH; | 2
HN\ Ph NH,
Ph
97 (98)

Esquema 2. Método de Pechmann para a formacéo de 1,2,3-triaz6is

Dentre os procedimentos descritos na literatura para a obtencdo de 1,2,3-triazdis se
encontram as reacdes de ciclizagdo via (2N + 1N) (ALBERT, 1969; ROMEIRO et al., 1997;
CUNHA et al., 2003), adicdo de enolatos em azidas (DIMROTH; LETSCHE, 1902) e a ciclizacao
de triazinas (GRASHEY et al., 1972; BAINES et al., 1981). O método mais empregado atualmente
é via cicloadicdo 1,3-dipolar entre alquinos terminais e azidas organicas (MICHAEL, 1893;
HUISGEN, 1963 e 1968) catalisada por cobre(l), conhecida como reagéo click (KOLB, FINN e
SHARPLESS, 2001; ROSTOVTSEV et al., 2008; MEDAL e TORNOE, 2008).

A atividade antiparasitaria de 1,2,3-triazois andlogos ao BZD e dissubstituidos nas
posicdes 1,4 ou 1,5 foi investigada por ANDRADE e colaboradores contra as formas amastigota e
tripomastigota da cepa Tulahien (ANDRADE et al., 2015). Todas as substancias avaliadas

apresentaram significativa atividade anti-T. cruzi e a Figura 18 retne alguns exemplos.

Os compostos mais ativos foram os 99, 103 e 106 com valores de ICs correspondentes
a 7,40 e 50 puM, sendo 99 cinco vezes mais ativo que 0 BZD (ICso-penznidazol = 34 HM). Os dados
obtidos pelos autores indicam que a presenga e a posigdo do grupo NO, no anel aromatico
contribuiram para a acéo tripanocida dessas substancias. O grupo NO, nas posi¢des meta (100, ICsp
> 100 uM) e orto (101, ICso > 100 pM) foram pouco ativos comparados ao composto 99, que

pOSsUi grupo nitro na posicao para.
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A substituicdo do anel triazolico contendo o radical p-nitro fenil (99) pelo grupo m-

metdxi-fenil (103) reduziu a atividade em aproximadamente sete vezes. Quando o grupo nitro foi

substituido pelo amino (102) a diferenca entre os ICsy chegou a ordem de 40 vezes. Todos 0s

triazdis 1,4-dissubstituidos foram mais ativos que os correspondentes 1,5-dissubstituidos, exceto o

composto 105 que mostrou valor de 1Csg igual a 86 pM.

O]

Benzonidazol

~

_/

R

N=N

/

N /R
kY

Triazois 1,4-dissubstituido

NO,
1= C “NO, :

99) (100)
IC5y=7+19uM  1Cs59=>100 xM
ECs) =800 pM ECs5y=>2000 uM
IS=114,3 IS=NA

\O/OCHs
: “NH,

(102) (103)
IC5p=>100 pM  1Cs59=40£1,2 pM
ECs)=1240 uyM  ECso =840 pM
1S=17,7 IS =21,0

N=N
/
N/

kY \}

R

Triazois 1,5-dissubstituido

ST calih v’

(104) (105)
IC50=>100 pM IC5) = 86+0,4 pnM
ECso=NA EC5)=NA

IS =NA IS=NA

(101)
ICsy =>100 pM
ECsy=NA
IS = NA

OCH;

(106)
ICsy = 500,4 pM
ECs = >2000 pM
IS =NA

Figura 18. Triazdis 1,4- e 1,5-dissubstituidos analogos ao benznidazol com atividade tripanocida contra as formas

amastigota e tripomastigota do T. cruzi, cepa Tulahten. IS = indice de seletividade (IS = ECs/ICso; NA = N&o

avaliado)

Triazbis poliméricos 1,4-dissubstituidos (107-111 — Figura 19) apresentaram acao

inibitdria sobre a enzima trans-sialidase em valores superiores a 90% (CAMPO et al., 2015).
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Walle

n

n=2(107), 3 (108), 4 (109), 5 (110) ou 6 (111)

Figura 19. Unidade monomérica dos triazdis 1,4-dissubstituidos obtidos por CAMPO e colaboradores com agéo
inibitéria sobre trans-sialidases (CAMPO et al., 2012)

As enzimas trans-sialidases (TcTs) sdo um conjunto de 223 glicoproteinas presentes,
principalmente, na forma tripomastigotas do T. cruzi. A sua funcdo no processo de invasdo e
infeccdo deste micro-organismo nao foi completamente esclarecida (dC-RUBIN e SCHENKMAN,
2012; BUTTER et al., 2013). No entanto, estudos conduzidos por PEREIRA e colaboradores
(PEREIRA et al., 1996) mostraram que tripomastigotas que ndo expressavam estas enzimas eram

menos invasivos a célula hospedeira que a populagdo que as expressava.

Acredita-se que as TcTs catalisem a transferéncia de residuos a2,3 sialilados, como o
acido sialico presente em glicoproteinas e glicolipideos na célula do hospedeiro, para glicoproteinas
e glicolipideos presentes nas células do parasita (SCHENKMAN et al., 1994). O &cido sialico assim
adicionado € capaz de proteger as formas tripomastigotas da lise mediada pela via alternativa do
complemento (TOMLINSON et al., 1994), além de promover a adesao, invasdo (SCHENKMAN et
al., 1994) e “fuga” do micro-organismo para o citoplasma da célula hospedeira (HALL et al., 1992).

Carvalho e colaboradores (CARVALHO et al., 2010) verificaram, através do método
fluorimétrico (NERES et al., 2006), que triaz6is 1,4-dissubstituidos presentes nos carbonos C-1 ou
C-6, como nos compostos 112 e 113, podem inibir a TcTs por meio de competicdo direta com
outros substratos, tais como o &cido 2’-(4-metilumbeliferil)-a-p-N-acetilneuraminico (MuNANA)
(114 — Figura 20). Além disso, estudos de docking feitos por CAMPO, em 2012, revelaram que o
nucleo 1,2,3-triazdlico presente em um sistema neoglicoconjugado interage fortemente através de
ligacGes do tipo n-stacking e de ligacGes de hidrogénio com aminoacidos, como a arginina, tirosina
e o triptofano presentes no sitio ativo de TcTs (CAMPO et al., 2012).
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N
TRANS-SIALIDASE DO T. CRUZI

Figura 20. Reacéo de transferéncia do acido sialico catalisada pela enzima trans-sialidase do T. cruzi (TcTs) entre o
acido 2’-(4-metilumbeliferil)-a-p-N-acetilneuraminico (114, MuNANA) e os derivados triazélicos 112 e 113. Imagem

cristalografica da TcTS disponivel no sitio <http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=1ms9>

Trabalhos independentes reportam a sintese e a avaliacdo anti-T. cruzi para os derivados
do nor-lapachol (117-125) (JUNIOR et al., 2008) e nor-a-lapachol (126-128, Figura 21) (DIOGO et
al., 2013) contendo o nucleo 1,2,3-triazélico. O BZD e o cristal de violeta foram usados como
moléculas de referéncia. O cristal de violeta ou violeta de Genciana, como também é denominado,
vém sendo empregado na quimioprofilaxia em bancos de sangue em regides endémicas (SOUZA,

1989).
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IC5=536,0+3,0 uM

Figura 21. Derivados do nor-lapachol (117-125) e do nor-a-lapachol (126-128) promissores no combate a doenca de

Chagas

Os compostos 117 a 125 mostraram resultados mais promissores contra o T. cruzi do
que os observados para os compostos 126 a 128, para 0 BZD (ICsp = 103,6 + 0,6 uUM) e para 0
cristal de violeta (ICso = 536,0 £ 3,0 uM). O comportamento redox desta classe de substancias
também foi averiguado por voltametria ciclica (DIOGO et al., 2013), pois se acredita que estes
derivados atuem por inducdo de espécies reativas do oxigénio (O,, OH", 0%, H,0,) (MATES e
SANCHEZ-JIMENEZ, 2000; SILVA, FERREIRA e SOUZA, 2003).

1.2.  Etapas para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos contra as DTNs

As DTNs como a DC acomete, principalmente, populacGes de baixa renda, e 0 caminho
que um candidato a farmaco deve percorrer € longo e custoso. Estes fatores desestimulam a
pesquisa e o desenvolvimento de novos protdtipos para o combate da DC. O Esquema 3 resume as

principais etapas para o desenvolvimento e aprovacdo de novos farmacos.
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Pesquisa Identificaca ! W
basica dos c,ompostos Otimizacao pré-clinica Fase | >Fase Il > Fase lll > Regist
lideres < ‘
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Fase'clinica

Esquema 3. Etapas gerais para o planejamento e desenvolvimento de um farmaco

O registro do novo medicamento deve ser concedido pelos 6rgaos reguladores de saide
pertinentes a cada Pais (Tabela 2). Paises do continente africano e a India (MAITI e
RAGHAVENDRA, 2007), por exemplo, ndo possuem 6rgdos reguladores de vigilancia rigorosos

que estabelecam normas para o desenvolvimento de novos candidatos a medicamentos.

Tabela 2. Orgdos reguladores de vigilancia correspondente a cada Pais

Pais Orgao regulador de vigilancia de satde

Brasil Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (ANVISA)’

Estados Unidos Food and Drug Administration (FDA)®

Australia Departamento of Health Therapeutic Goods Administration (TGA)®

Alemanha Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfARM)™

Franca Agence Nacionale de Sécurité du Médicament et des Produits de Santé
(ANSM)*

Hungria Orszagos Gybgyszerészeti és Elelmezés-egészségiigyi Intézet (OGYEI)*

Uni&o Europeia European Medicines Agency (EMA)*

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define um estudo clinico como
qualquer investigacdo em seres humanos objetivando descobrir ou verificar os efeitos
farmacodinamicos, farmacoldgicos, clinicos e/ou outros efeitos de produto(s) em investigacdo, com
0 intuito de averiguar aspectos como seguranca e/ou eficacia. As diferentes fases dos ensaios ou
estudos clinicos encontram-se descritas na Tabela 3.

" http://www.anvisa.gov.br/

& http://www.fda.gov/

® http://www.tga.gov.au/

10 http://www.bfarm.de/cIn_042/DE/Home/startseite__node.html__nnn=true
' http://ansm.sante. fr/Produits-de-sante/Medicaments

12 https://www.ogyei.gov.hu/nyitooldal/

B3 https://europa.eu/european-union/about-eu/agencies/ema_pt
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Tabela 3. Fases de um estudo clinico

Fase Caracteristica Observacdes
Fase pré-clinica  Aplicagéo da nova substancia em v Obtém-se as informagdes preliminares sobre
animais, apods identificada em atividade farmacoldgica e seguranga;
experimentagBes in vitro como
tendo potencial terapéutico v’ Mais de 90% das moléculas avaliadas nesta fase sio
eliminadas por ndo demonstrarem atividade
farmacolégica e  terapéutica efou  serem
demasiadamente toxicas em humanos;
v’ Substancias que possuem a atividade farmacoldgica

Fase |

Fase Il
(Estudo

Terapéutico
Piloto)

Fase 111

(Estudo
Ampliado)

Avaliagdo inicial em humanos
sadios (0 numero de voluntarios
compreende a 20-100)

Conducdo de estudos preliminares
controlados em pacientes, para
mostrar a efetividade potencial da
medicac¢do (100 a 200)

Realizagdo de estudos
internacionais, de larga escala, em
maltiplos centros, com diferentes
populagbes de pacientes para
demonstrar eficacia e seguranga
(populagéo minima de
aproximadamente 800 pessoas)

especifica e perfil de toxicidade aceitavel passam a
fase seguinte

Avaliam-se caracteristicas como:

v
v
v
v

Seguranga
Tolerabilidade
Farmacodinamica

Farmacocinética

Determinam-se caracteristicas como:

v
v
v

AN

<\

Indicacdo da eficacia
Confirmacéo da seguranca

Biodisponibilidade e bioequivaléncia de diferentes
formulacbes

Conhecimento do produto em doencgas de expanséo
Estabelecimento do perfil terapéutico:

% IndicacGes

% Dose e via de administragdo

% Contra-indicacbes

¢+ Efeitos colaterais
% Medidas de precaucédo

Demonstracdo de vantagem
comparagdo com competidores)

terapéutica  (ex:

Farmacoeconomia e qualidade de vida

Verifica-se a estratégia de publicagdo e comunicacao
(exemplo: congressos e workshops)

Determinam-se o risco e o beneficio a curto e longo
prazos das formula¢des do principio ativo

Estima-se de maneira global
terapéutico relativo

(geral) o valor
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Estudos clinicos nas fases I, Il e Il sdo conduzidos antes da comercializagdo do
medicamento, enquanto estudos na Fase IV sdo conduzidos depois que o medicamento recebeu

aprovacao para comercializacao.

Na fase IV sdo realizadas pesquisas embasadas nas caracteristicas com que foi
autorizado o medicamento e/ou especialidade medicinal. Normalmente, nesta etapa sdo conduzidos
estudos de vigilancia pos-comercializacdo com o intuito de estabelecer o valor terapéutico, o
surgimento de novas reacdes adversas e/ou confirmacdo da frequéncia de surgimento das reacfes
adversas ja conhecidas e as estratégias de tratamento. Esta fase deve seguir as mesmas normas
éticas e cientificas aplicadas s pesquisas de fases anteriores.™

Ha uma lacuna de inovacéo tecnoldgica no que se refere ao desenvolvimento de novos
farmacos para as doencas consideradas negligenciadas (Esquema 4). Contudo, visando minimizar
0s impactos econémicos e sociais oriundos das DTNSs, a Organizagdo Mundial da Saiude (OMS)
fundou, em 1975, o Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais

(Tropical Diseases, Special Programme for Research and Training, TDR)™.

De acordo com a OMS, um farmaco com acdo anti-T. cruzi deve atender os seguintes

requisitos™®:

Cura na fase aguda e cronica da doenga;

Ser efetiva em uma Unica ou poucas doses;

Ser acessivel aos pacientes, ou seja, de baixo custo;
N&o possuir efeitos colaterais e/ou teratogénicos;
N&o precisar de internacdo para o tratamento e;

AN NN N NN

Nao induzir resisténcia.

De modo que o caminho percorrido pelo TDR para o desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos para DTNs também envolve as etapas de triagem de compostos, de

identificacdo de alvos, de farmacocinética, de metabolismo de farmacos e de quimica medicinal. No

* http://www.anvisa.gov.br/
15 http://www.who.int/tdr/en/

® WHO Control of Chagas disease: second report of the WHO expert committee; Geneve, 2002; p. v905.
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entanto, somente em 2015, o estudo clinico randomizado para o BZD foi realizado (MORILO et al.,

2015).

Desenvolvimento de novos farmacos para doengas com interesse econémico:

Companhias farmacéuticas
multinacionais

Desenvolvimento de novos farmacos para DTNs:

Lacuna na
inovacao
tecnoldgica

Esquema 4. Diagrama comparativo entre os desenvolvimentos de farmacos para doengas com interesse econdmico e 0s
voltados para as DTNs. (Baseado em LOWELL e EARL (2009)

2. OBJETIVOS

O objetivo desta tese consistiu no preparo e avaliacdo das propriedades anti-T. cruzi de

novos derivados da isatina contendo o0s ndcleos 1H-1,2 3-triaz6is-1,4-dissubstituidos,

tiossemicarbazona e semicarbazona.

21. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Sintetizar os derivados da 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-
ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona);
» Estudar a hidrélise dos cetais dioxolanos da isatina empregando acido p-toluenossulfonico e

0s p-sulféxido-calixarenos [4] e [6] como catalisadores;
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> Preparar tio- e semicarbazonas a partir dos 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-
indolino-2’-ona;

» Sintetizar 0  4-(1’-metil-2’-oxo0-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-5’-il)benzaldeido
através da reacao de acoplamento Suzuki-Miyaura;

» Preparar as carbazonas derivadas do 4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-
indolino]-5’-il)benzaldeido;

» Avaliar a atividade antichagasica de todas as substancias sintetizadas;

» Determinar o comportamento redox das carbazonas investigadas contra o T. cruzi;

» Empregar a modelagem molecular para a identificagdo das propriedades estruturais e
eletronicas dos derivados tio- e semicarbazonas que estejam relacionados com a atividade

antichagasica.

3. JUSTIFICATIVA

A DC néo possui cura nem tratamento efetivo, além de ser a doenca negligenciada que

mais ocasiona transtornos socioecondmicos.

Poucos sdo 0s grupos que se dedicam a pesquisa visando o combate a DC. Segundo
dados do Diretério de Grupos de Pesquisa do Brasil do CNPq existem 130 grupos desenvolvendo
pesquisa sobre farmacos contra a DC. Estes grupos encontram-se distribuidos da seguinte forma:
57% (74) na regido Sudeste, 23% (30) na regido Nordeste, 10% (13) na regido Centro-Oeste, 7,7%
(10) na regido Sul e 2,3% (3) na regido Norte (Figura 22).

10 (7,7%)

@ Norte

O Nordeste

O sul

M@ Centro-Oeste
O Sudeste

13 (10%) 3(2,3%)

Figura 22. Gréfico que mostra a distribuicdo dos grupos de pesquisa brasileiros dedicados ao combate a DC
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Deste conjunto, apenas 20% (26) sdo grupos de Quimica Orgéanica ou de Quimica
Medicinal que visam a obtencdo de substancias bioativas contra a DC ou contra 0 seu agente

etiologico, o T. cruzi.

Além disso, é sabido que os grupos tio- e semicarbazona atuam sobre importantes
enzimas do T. cruzi, como a cruzaina, e embora 0s estudos de gendémica e de metabolémica para
este parasita ndo estejam completamente elucidados, descobriu-se que a cruzaina é um dos alvos
bioldgicos mais investigados para o desenvolvimento de novos prototipos contra a DC por ser
expressa em todo o ciclo de vida do T. cruzi (BRAGA et al., 2017; MENDEZ-LUCIO, et al. 2012;
BOTERO et al., 2017; MARTIN, APT e ZULANTAY, 2017; CERQUEIRA et al., 2017). Nos
amastigotas intracelulares, encontra-se presente na superficie das células; nas formas epimastigotas,
localiza-se nos reservossomas, onde é altamente expressada. J& nas formas tripomastigotas esta
presente no bolso flagelar (GILLMOR, CRAIK e FLETTERICK, 1997; GEA et al., 2006).

A cruzaina possui uma estrutura tridimensional composta por dois dominios e quatro
subsitios (S1, S2, S3 e S1°). Cada subsitio possui caracteristicas moleculares particulares, mas sabe-
se que 0 S2 é o responsavel pela especificidade da enzima por ser 0 menos exposto ao solvente
(SCHESCHTER e BERGER, 1967; HUANG, BRINEN e ELLMAN, 2003; TURK, 2006).

Os dois dominios da cruzaina séo constituidos basicamente por hélices do tipo o € o
outro formado por extensas folhas do tipo f antiparalelas. Na interface destes dominios, encontra-se
0 sitio ativo da enzima que, por sua vez, possui trés residuos de aminoacidos; a cisteina (Cys25), a
histidina (His159) e a asparagina (Asn175) (CAZZULO et al., 1990; DEL NERY et al., 1997).

O conhecimento da estrutura cristalografica da cruzaina e de sua triade catalitica
permitiu a compreensdo acerca das interagdes quimicas envolvidas entre os grupos tio- e

semicarbazona e o receptor enzimatico.

Du e colaboradores (DU et al., 2002) planejaram uma série de inibidores da cruzaina
contendo 0s grupos tio- e semicarbazona e sugeriram que 0 S™ do residuo Cys25 do sitio catalitico
desta enzima ataca o carbono da tionila (X=S) em tiossemicarbazonas ou da carbonila (X=0) em
semicarbazonas para, em seguida, ocorrer a transferéncia do proton presente no residuo His159 ao
atomo de enxofre de C=S em tiossemicarbazonas ou para o a4tomo de oxigénio de C=0O em

semicarbazonas formando, desta maneira, uma ligagdo covalente irreversivel (Esquema 5).

64



-

N
HN \j/\ N
- HNT X
Cyszs-s/—\g Ar S 1r/\ +  His159-IM
H,N X
H,N

2
His159-IM-H* Cys25

X =8 (tiossemicarbazona) ou O (semicarbazona)

Esquema 5. Ataque nucleofilico do residuo Cys25 sobre a carbotionila da tiossemicarbazona (C=S) ou da carbonila da
semicarbazona (C=0) seguida da transferéncia de um préton do residuo His159 ao 4tomo de enxofre do grupo C=S ou
C=0 (Baseado em Du et al., 2002).

A proposta do mecanismo bioldgico de tio- e semicarbazonas sobre a cruzaina
estabelecida por Du e colaboradores foi reforcada por Trossini e colaboradores (TROSSINI et al.,
2010), quando em estudos de investigagdo da acdo inibitéria da cruzaina para o
hidroximetilnitrofural (131) e o nitrofural (132), observaram que havia uma relagdo entre a
atividade (ICsp) com os valores de densidade eletrénica observados na regido do carbono da

carbonila (C=0) do grupo semicarbazona para estas substancias (Figura 23).

A Figura 23 mostra que a presenga de um grupo —CH,OH tornou a carbonila da
semicarbazona 132 mais eletrofilica do que a carbonila da semicarbazona 131, ou seja, mais
susceptivel ao ataque nucleofilico do residuo Cys25. Como consequéncia deste efeito, 0 composto

132 (ICsp = 10,55 + 0,8 uM ) foi mais ativo do que 131 (ICsp = 22,83 + 1,2 uM).

densidade C=0 densidade C=0 =0,79

=0,58 HO
NH, Pl _\N—H |

(o}

HN—N HN—N
1 =
(o} NO, o}
hidroximetilnitrof ural

(132, ICso = 10,55 + 0,8 M)

nitrof ural

(131, ICso = 22,83 £ 1,2 pM)

Figura 23. Relagdo observada por Trossini e colaboradores entre a agdo inibitoria sobre a cruzaina do nitrofural (131) e

do hidroxinitrofural (132) e os seus respectivos valores de densidade eletronica (Baseado em TROSSINI et al.,

2010).
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Em 2003, Chung e colaboradores ja haviam relatado que o derivado hidroximetilado do
nitrofural (132), aléem de possuir maior atividade tripanomicida, foi quatro vezes menos téxico em

comparacéo ao nitrofural (131 — Figura 23) nos ensaios de mutagenicidade (CHUNG et al., 2003).

Estudos conduzidos por Du e colaboradores também apontam que a ligagdo imina do
grupo tiossemicarbazona é fundamental para a expressao da atividade antichagésica observada para
estas moléculas, por exemplo, o derivado 133 (ICso = 0,1 uM) foi 100 vezes mais ativo que o 134
(ICs0 = 10 uM — Figura 24) (DU et al., 2002).

S S
H
N
Br/©j/ \N)LNHZ Br N\N)kNHz
H H
IC5=0,1 uM ICso = 10 pM

comprimento da ligacdo C=N: 133 pm comprimento da ligacio C-N: 143 pm

133 134

Figura 24. Diferenca entre as atividades observadas para os derivados 133 e 134, mostrando a importancia da ligagéo

C=N para a atividade de tiossemicarbazonas

Em adicdo, o nucleo 1,2,3-triazolico 1,4- ou 1,5-dissubstituidos sdo bioisosteros do anel
imidazolico presente na estrutura quimica do BZD (1), farmaco empregado no tratamento da DC
(Figura 25).

N=N
3{" \)\R1

(0] —
)K%Nf/\ N Triazéis 1,4-dissubstituido
i
SR aa
6 N=N
benznidazol (BZD) i y

L

Triazois 1,5-dissubstituido

Ry

Figura 25. Esqueleto quimico do anel 1,2,3-triazélico substituido nas posigdes 1,4 ou 1,5, bioisdsteros do anel
imidazélico do BZD (1)
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Como mencionado na introducdo deste trabalho, o 1,2,3-triazol é o grupo farmacoférico
em substancias com acgdo antiparasitaria contra as formas amastigota e tripomastigota da cepa
Tulahten do T. cruzi (vide item 1.1.3.1.3) (ANDRADE et al., 2015).

O bioisosterismo é uma ferramenta muito empregada em quimica medicinal quando se
deseja inovar na terapéutica de uma determinada doenga. Dois compostos sdo bioisésteros quando
apresentam caracteristicas topologicas, distribuicdo eletronica e propriedades fisico-quimicas
semelhantes entre si e, ainda, apresentam caracteristicas bioldgicas analogas, tais como agonista ou
antagonista, em relacdo ao seu protétipo (LIMA e BARREIRO, 2005; BARREIRO e FRAGA,
2009).

Um bioisostero pode apresentar importantes melhorias em relacdo a farmacocinética e a
farmacodinamica do farmaco de origem, como aumentar os pontos de interacdo entre o farmaco e o
receptor, alterar a seletividade, reduzir a toxicidade e evitar os processos de biotransformacéo
(LIMA e BARREIRO, 2005; WAGENER e LOMMERSE, 2006; BROWN et al., 2012).

Brak e colaboradores relataram que o derivado 1,2,3-triazolico-1,4-dissubstituido (136)
apresentou poténcia, lipofilicidade, biodisponibilidade e parametros farmacocinéticos melhores no
ensaio in vivo do que o peptideo K777 (135 — Figura 26) e que camundongos infectados com o T.
cruzi, apés 24 dias de tratamento com 20 mg/kg do composto 136, tiveram 2/4 de sua populagdo
curadas (BRAK et al., 2010).

O peptideo K777 é um inibidor irreversivel de diversas cisteino-proteases, dentre as
quais a cruzaina. A administracdo de 50 mg/kg durante 14 dias deste composto em cdes portadores
da DC reduziu a parasitemia em niveis inferiores aos detectaveis em hematocitometria, além de

proteger 0s animais contra danos no tecido cardiaco (BARR et al., 2005).

Brak e colaboradores verificaram, através de estudos cristalogréaficos, que o hidrogénio
da posicdo 5 do anel 1,2,3-triazolico realiza importantes interacbes com a serina (Ser6l) e a
glutamina (Glu205), aminoacidos presentes no subsitio 2 da cruzaina (BRAK et al, 2010). Estes
resultados corroboram os estudos de Andrade e colaboradores, que realizaram ensaios in vitro, e
observaram que os 1,2,3-triaz0is-1,4-dissubstituidos, em sua maioria, s&o mais ativos contra o T.
cruzi do que os 1,2,3-triaz6is-1,5-dissubstituidos (ANDRADE et al., 2015).
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O composto 136 foi tdo promissor no combate a DC que um grupo de pesquisadores
conduzidos por Neitz sintetizou um conjunto de 19 derivados com pequenas alteragdes na estrutura
quimica desta substancia com o intuito de melhorar as suas propriedades farmacocinéticas. A
molécula 137 foi a mais ativa da série (Figura 26) (NEITZ et al., 2015).

ICs (cruzaina):3,8 uM
N=N ICs (T. cruzi): 0,022 uM
~ F F disponibilidade oral: 21 %
AlogP: 7,0

Typ: 2,95 (i.v.) € 3,34 (p.o.)

1Csq (cruzaina):0,263 uM
K777 Ph o) 0 ) H

(135) N=N I1Cs (T. cruzi): 0,003 uM
[;@V >/§/ F F disponibilidade oral: 37 %
O AlogP: 5,8
Tip: 3,04 (i.v.) e 2,32 (p.o.)

Figura 26. Estrutura quimica do peptideo K777 (135) e dos derivados 1,2,3-trizélicos-1,4-dissubstituidos (136 e 137),

compostos promissores contra a DC

Em 2003, a acdo inibitoria sobre a cruzaina de uma série de isatinas foi investigada e
reportada por Chiyanzu e colaboradores (CHIYANZU et al., 2003). Neste estudo, os autores
mostram que isatinas apresentaram pouca atividade para a referida enzima, sendo o valor de

ICso(cruzaina) da isatina mais ativa igual a 2,8 uM (vide item 1.1.3.1.2).

Entretanto, alguns autores reportam que o subsitio S2 da cruzaina possui elevada
afinidade com grupos hidrofébicos, basicos ou aromaticos, sugerindo que a presenca do ndcleo
inddlico da isatina nos derivados planejados neste trabalho ofereca um incremento na atividade anti-

T. cruzi.

Ademais, a substituicdo do ndcleo 1,2,3-triazélico pelo anel aromatico oriundo do
acoplamento de Suzuki-Miyaura também pode influenciar a atividade sobre o T. cruzi nesta classe

de substancias.

Neste trabalho, também intencionou-se a investigacdo do comportamento redox das

substancias planejadas, através de ensaios eletroquimicos, visto que alguns compostos com agao
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antichagésica, como o benznidazol e o nifurtimox, produzem espécies reativas de oxigénio (O, -
OH, 0,%, H,0,) inibindo desta forma a TcNTR, enzima vital ao T. cruzi (MORENO et al., 1982;

TEMPERTON et al., 1998; MAYA et al., 2003 e 2007).

Estes dados, aliados a vasta experiéncia do nosso grupo de pesquisa em transformacdes
quimicas na isatina, justificam o estudo e a obtencdo da acdo antichagésica de novas tio- e
semicarbazonas que contém o nucleo da isatina e o 1H-1,2,3-triazol-1,4-dissubstituidos, assim

como a atividade de todos os intermediarios envolvidos na obtencéo desses grupos.

A Figura 27 relne as estruturas quimicas das substancias descritas ao longo desta Tese.

Série 1
7’

I R
\
== substituicdo do anel
s N dioxolano pelo grupo
N tio- (X=S) ou
R = substituintes semicarbazona (X=0)
alquil ou aril
\
VAEREN \
I R NH, !
N 1
- ,>/j ,
—
N \\N/

R = fenil, hidroximetil, propil, butil, pentil,
ciclohexenil, ciclohexanil, propenil

s X NH, ! .
\[/ /I presenca do grupo tio- (X=S) ou
semicarbazona (X=0)

Série 2
! y
1 _NH ,
Oﬁ \ N‘ ,
| (e} ‘e \
H \
1
° ——— /
N ’
\ o
CH; substituicdo do anel
1,2,3-triazolico pelo \
CH;

anel aromadtico oriundo
do acoplamento de
Suzuki-Miyaura

Figura 27. Estrutura quimica geral das substancias planejadas na presente Tese
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencgio dos 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxaciclopentano-
1,3’-indolino-2’-ona) (141-150)

A sintese dos 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxaciclopentano-1,3’-
indolino-2’-ona) (141-150) foi realizada durante o periodo de mestrado da autora. Contudo, estes
compostos foram matéria-prima para a sintese das substancias planejadas na presente Tese, portanto
a rota de sintese para a obtencdo dos compostos 141-150 foi reproduzida e aperfeicoada neste

trabalho.

Inicialmente, reagiu-se a 5-nitro-isatina (86), obtida por reacdo de nitracdo da isatina
(83), com etilenoglicol e acido p-toluenossulfonico em tolueno, formando o 5’-nitro-espiro(2,5-
dioxaciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (138) em 67% de rendimento (SILVA et al., 2010). A
etapa de protecdo da carbonila de cetona [C-3] da 5-nitro-isatina foi feita com o intuito de reduzir,
em seguida, o grupo nitro por hidrogenacdo catalitica, levando ao 5’-amino-espiro(2,5-
dioxaciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (139) em 87% de rendimento (SILVA et al., 2013).

Na etapa seguinte, o grupo azido foi obtido através de uma reacdo de diazotagdo com
nitrito de s6dio em meio acido, com subsequente adigdo de azida de sodio, gerando o 5’-azido-
espiro(2,5-dioxaciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (140) em 70% de rendimento (SILVA et al.,
2013). Posteriormente, dois métodos foram investigados para a obtencdo de uma série de derivados
5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona)  (141-
150).

No primeiro método, 140 foi tratado com alquinos terminais em uma razao molar 1:1,
CuS04.5H,0, ascorbato de sodio, acido acético (AcOH) e uma mistura de agua e terc-butanol (t-
BuOH) em proporcado de 1:1 como solvente da reacdo (Método 1 — Esquema 6). Em todos 0s casos,
as reacdes completaram-se em 24 horas e ndo houve grandes variacGes nos rendimentos. Logo, a
natureza do substituinte ndo teve influéncia significativa na reatividade do alquino. Além disso,
embora um meio acido tenha sido utilizado, ndo foi observada a desidratagdo de alcoois terciarios
(149 e 150) e nem a hidrolise de éster em 148 (SILVA et al., 2013).
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Esquema 6. Rota de sintese para a obtencéo dos 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-
1,3’-indolino-2’-ona) (141-150)

O segundo método difere do anterior pelo emprego da irradiacdo por ultrassom (Método
2 — Esquema 6). Observou-se, neste procedimento, que os produtos de interesse foram obtidos em

excelentes rendimentos e em apenas 5 minutos.

Os efeitos dos substituintes sobre a reatividade dos substratos envolvidos na reagéo de
cicloadicdo 1,3-dipolar sdo pouco investigados, principalmente na reacdo do tipo click. Mas de
modo geral, alquinos (BASTIDE; HENRI-ROUSSEAU, 1978) e azidas (MOLANDER; HAM,
2006) contendo grupos retiradores de elétrons e menos volumosos sdo mais reativos. Desta forma,
Feldman e colaboradores (FELDMAN et al., 2005) mostraram que azidas primarias e secundarias
reagem seletivamente com fenilacetileno, e nenhum produto foi observado quando azidas terciarias
foram utilizadas. Estudos indicam que na presenca de Cu(l), o mecanismo de reacédo click, ocorre
em uma sequéncia de etapas rapidas envolvendo intermediarios polares, que definem a
regioespecificidade da reacdo e cujas energias de formacdo determinam a velocidade da reacdo. O
primeiro momento consiste na formacdo do acetileto de cobre que também se complexa ao
nitrogénio nucleofilico da azida, seguida da obtencdo de um intermediario ciclico instavel, com
angulo entre as ligagbes Cu=C=C de 134,9° (HIMO et al., 2005). A contragdo do anel leva a
formacéo do triazoila de cobre que sofre protondlise conduzindo ao produto final e regenerando o
catalisador (Esquema 7) (ROSTOVTSEYV, 2002; HEIN e FOKIN, 2010; FREITAS et al., 2011).
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Esquema 7. Aspectos mecanisticos para a formagdo de 1H-1,2,3-triaz0is-1,4-dissubstituidos. L = Ligante e B = base ou
solvente. (Baseado em ROSTOVTSEV et al., 2002)

Na presenca de AcOH, a etapa lenta muda da protonacdo do complexo triazoila de
cobre (Etapa A) para a desprotonacao do alquino (Etapa B). Em meio neutro, uma molécula de H20

ou uma molécula de alquino séo usados como fonte de proton.

A irradiacdo por ultrassom, desde a sua observacdo em 1880, tem sido empregada em
sintese organica pela eficiéncia e por permitir condi¢des reacionais mais brandas, um dos principios
de Quimica Verde (LENARDAO et al., 2003; SILVA et al., 2016).

A reacdo de Sonogashira (GHOLAP et al., 2005), de Reformatsky (ROSS,
MACGREGOR e BARTSCH, 2004) e a click (SREEDHAR e SURENDRA REDDY, 2007);
CINTAS et al.,, 2010) sdo exemplos de reacBes promovidas por irradiacdo ultrassdnica que a

literatura prove.

No entanto, como o ultrassom afeta a reacdo ainda ndo é bem esclarecido. Acredita-se
que existam dois fendmenos envolvidos: o quimico e o fisico. Os fendmenos fisicos podem ser
divididos em trés tipos: o primeiro refere-se a pressdo sonora, o segundo é a formacao de cavidades

(cavitagdo), que é o colapso de microbolhas de um liquido por efeito de uma reducéo da presséo
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total, e o terceiro é um fendbmeno relacionado ao transporte de massa resultante da mistura
turbulenta e agitacdo acustica. O fenbmeno quimico é, geralmente, consequéncia dos fendmenos
fisicos, em geral, do efeito de cavitacdo, o qual produz alteracfes na temperatura e pressao de um
sistema aumentando a velocidade das reac6es quimicas (MASON, 2015; POKHREL et al., 2016).

4.1.1. Analise dos dados espectroscopicos e espectrométricos dos 5’-(4-alquil/aril-1h-
1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxaciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (141-150)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H), de Carbono
(RMN 3C), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), bem como 0s espectros na regido
do Infravermelho (1V) e os de Massas de Alta Resolugido (EMAR-IES") dos 5’-(4-alquil/aril-1H-
1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxaciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (141-150) sintetizados neste
trabalho, encontram-se no Anexo |. Este conjunto de espectros foi anteriormente discutido na
dissertacdo de mestrado da autora deste trabalho (SILVA, 2013). No entanto, a titulo de
exemplificagdo, encontra-se neste item alguns dos sinais de deslocamento quimico (6 — ppm)
observados para a 5’-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-
2°-0na) (145) no RMN *H, no RMN *3C e no HSQC, bem como os sinais no IV que caracterizam

esta série de moléculas.

4.1.1.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H)

Nos derivados 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxaciclopentano-1,3’-
indolino-2’-ona), os deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos se apresentam como
multipletos entre 4,2-4,4 ppm. Atribui-se este fendbmeno a uma restricdo a interconversdo de

conférmeros, logo estes hidrogénios ndo sdo equivalentes (Figura 28) (RIBEIRO, 2004).

O arcabougo triazolico pode ser confirmado atraves do sinal em 85 ppm,
correspondente ao hidrogénio em C-10. J& o sinal relativo a presenca do grupo NH pode ser
observado por volta de 10,7 ppm. O hidrogénio ligado a C-12, caracteriza-se por um tripleto com J
= 8 Hz em um valor de 2,6 ppm. Os hidrogénios em C-13 e C-16 apresentam sinais ndo bem
resolvidos, como multipletos, cujos valores de deslocamento quimico foram observados em 1,65-
1,62 e 0,90-0,87 ppm, respectivamente. Os hidrogénios em C-14 e C-15 coincidem e mostram-se

como um multipleto em 1,33-1,31 ppm.
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Figura 28. Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-) do 5°-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-
ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (145)
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4.1.1.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN *3C)

O deslocamento quimico dos carbonos metilénicos [C-8] e [C-9] e da carbonila de
amida [C-2] dos derivados triazdlicos apresentam-se em torno de 66 e 174 ppm, respectivamente. A
carbonila amidica [C-2] € menos desblindada que uma carbonila de cetona devido ao efeito de
ressonancia que deslocaliza a carga entre N-1 e C-2 (Figura 29).

Os carbonos alifaticos no derivado 5°-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-
ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (145), mostram-se em 31,2 (CHy); 29,0 (CHy); 22,4 (CH,) e
14,4 ppm (CHj), de modo respectivo. Os picos correspondentes aos carbonos quaternarios
encontram-se descritos como Cq.
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Figura 29. Espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-g) do 5°-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-

ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (145)
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4.1.1.1.3. RMN 2D - Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC)

Os carbonos quaternarios dos derivados triazolicos foram diferenciados de CH e CH,
com o auxilio do HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence). Através desta técnica foi
possivel fazer um mapeamento estrutural mais preciso do que utilizando somente as técnicas em 1D
(KAISER, 2000). Como exemplo, tem-se na Figura 30 o experimento HSQC para 0 composto 145.
Este revelou que o sinal em 10,71 ppm observado no RMN *H, n&o se encontra ligado & carbono,
visto que ndo ha sinal no espectro 2D. Ja 0s deslocamentos quimicos ¢ 120,63 (C-10) ¢ 6y 8,50 (H-

10) sdo caracteristicos de um grupo metinico que faz parte do anel triazdlico.

Os sinais sobrepostos dos hidrogénios aromaticos H-4 e H-6 podem ser atribuidos aos
carbonos cujos deslocamentos quimicos se encontram em 117,74 ppm e 124,03 ppm. O carbono C-
4 é mais protegido do campo magnético do que C-6, logo se encontra em 117,74 ppm. Foram
observadas, ainda, as correlagdes entre oc 111,95 (CHaromatico, C7) € 0y 7,02 (d, J = 8 Hz, 1H, H-7);
dc 55,40 (CHy, C-12) e 6y 4,61 (d, J = 8 Hz, 2H, H-12); 6¢ 66,34 (2x CH,, C-8 e C-9) e 64 4,38 —
4,32 (m, 4H, H-8 e H-9); 8¢ 25,56 (CH, C12) e 64 2,66 (t, J = 8 Hz, 2H, H12); 3¢ 29,01 (CH, C13)
e 6y 1,65-1,62 (m, 2H, H13); o¢c 28,88 (2XCH,, Cl14 e C15) e 641,33 — 1,31 (m, 4H, H14 e H15); e
dc 14,41 (CH, C16) e 64 0,90-0,87 (m, 3H, H16) (Figura 30).
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Figura 30. Espectro de HSQC do 5’-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-
ona) (145)
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4.1.1.1.4. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho, para os derivados triazolicos, mostram bandas
correspondentes a deformacdo axial de N-H e bandas muito intensas correspondentes ao
estiramento da carbonila amidica [C-2]. Além da deformagdo angular de C-O em torno de 1200 cm’
! As bandas caracteristicas do 1,2,3-triazol encontram-se entre 2895 a 3100 cm™, entretanto, por

serem de baixa intensidade ndo foram observadas (Figura 31).
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Figura 31. Espectro de IV do 5’-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona)
(145)

4.1.1.1.5. Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EMAR-IES™)

As andlises de Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢do do 5’-azido-espiro(2,5-
dioxaciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (140) e dos derivados 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-espiro(2,5-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (141-150) foram realizadas em um espectrémetro
de massa QTOF Micro (Waters, Manchester, UK) equipado com uma fonte ESI. Neste tipo de
andlise, as moléculas sdo convertidas em ions em fase gasosa e posteriormente, separadas de acordo
com a sua razdo massa (m) sobre a carga (z), m/z. As anélises foram registadas entre m/z 90 a 1000

em modo ion positivo. Os resultados obtidos encontram-se dispostos na Tabela 4.
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Tabela 4. Dados do 5’-azido-espiro(2,5-dioxaciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (140) e dos derivados 5°-(-4-
alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (141-150) obtidos por EMAR-
IES*

Compostos Férmula molecular Calculado Experimental  Erro (ppm)
140 C1oHgN;NaO;" 255,0489 255,0493 1,57
141 C1gH15N,O5" 335,1139 335,1134 1,49
142 Ci3H13N,O," 289,0931 289,0936 1,73
143 CisH17N4O5" 301,1295 301,1289 1,99
144 Ci6H19N4O5" 315,1452 315,1455 0,95
145 C17H21N4O5" 329,1608 329,1615 2,13
146 CigH1oN4O5" 339,1452 339,1447 1,47
147 CigH21N4O5" 341,1608 341,1602 1,76
148 CisH15N4Os" 331,1037 331,1026 3,32
149 CisH17N,O,” 317,1244 317,1238 1,89
150 CigH21N4O4" 357,1557 357,1561 1,12

4.2. ReacOes de hidrolise dos cetais de isatinas e a obtencdo dos derivados 5’-(4-
alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)- 1,3 *-indolino-2’-ona (151-158)

Devido a maior reatividade da carbonila ceténica em [C-3] frente a carbonila amidica
em [C-2], houve a necessidade de protecdo desse grupamento, com o intuito de realizar a reducao

do grupo nitro (-NO,) presente no anel aromatico da isatina (Esquema 6, item 4.1).

Os grupos de protecdo sdo utilizados para realizar transformacdes quimicas em um
composto multifuncional, blogueando temporariamente outros sitios reativos. Um bom grupo de
protecdo deve ser estavel, removido de forma seletiva e em bons rendimentos por meio de
reagentes, preferencialmente, ndo toxicos (GRENNE, 1999). Geralmente, os cetais 1,3-dioxolano e
1,3-dioxano sdo facilmente hidrolisados em meio &cido. Contudo, ndo ha estudos na literatura que

descrevam a hidrélise desses cetais isatinicos.
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Estudos preliminares realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que 0s cetais

isatinicos sao resistentes a hidrolise em meio &cido, sendo necessario o uso de acidos fortes em altas

concentragdes e longos tempos de reacdo, dependendo do substituinte presente no anel aromatico,

para total conversdo do cetal a respectiva isatina.

Um grupo de isatinas contendo substituintes doadores e retiradores de elétrons foi

submetido a reacdo de hidrdlise em uma mistura de acido acético e &cido cloridrico 3 M (Esquema

8), e a evolucdo da reacdo foi acompanhada por cromatografia em fase gasosa. A Tabela 5 mostra

0s tempos de retencdo e as conversdes para cada reagdo de hidrolise.

R4 o/ﬁ)n:10u2
o

HCI3M

n =1 (cetal dioxolano)
n =2 (cetal dioxano)

t.a.
540 minutos

R, o
AcOH Rz
Ry N\
R, H

R, = H (no substituido) ou Me ou F ou CI ou Br ou NO, (monosubstituido)
R, e Ry = Br ou ClI (dissubstituido)

Esquema 8. Condicéo de reagdo para hidrdlise do cetal dioxolano (n = 1) e dioxano (n = 2) da isatina

Tabela 5. Converséo dos cetais dioxolanos (n=1) e dioxanos (n=2) a isatinas e seus respectivos tempos de retencao

Cetal Dioxolano (n=1) tr Converséo Cetal Dioxano (n=2) tr Converséo
(min.) (%) (min.) (%)
R;=R,=R3=R,=H 6,867  100* R1=R,=R3=R,=H 7,632 100*
R;=R3;=R,4=H; R,=Me 8,188 95 R:=R3;=R,=H; R,=Me 8,749  100*
R1=R3;=R4=H; R,=F 7,167 10 R1=R3;=R;=H; R,=F 7,699 70
R;=R3;=R4=H; R, = Br 10,894 NR? R;=R3;=R,=H; R, = Br 12,260 NR
R1=R3=H;R,e R, = Br 10,203 NR R1=Rs=H; R,e R, = Br 10,460 32
Ri=Rs=R,=H; R,= | 11,105 NR Ri=R;=R,=H; R,= | 11,897 NR
R:=R;=R,=H; R,= Cl 9,697 NR R:=R;=R,=H; R,= CI 10,064 NR
R;=Rs=H;R,e R, =ClI 8,985 NR R;=Rs;=H; R,e R4 =ClI 9,110 NR
Ri=R;=R,=H;R,=NO, 11,726 NR Ri=R;=R,=H; R,=NO, 12,498 NR

*Embora 0 acompanhamento da hidrdlise dos cetais tenha sido realizado durante 540 minutos, ap6s 30 minutos foi

observada a completa conversdo a isatina correspondente.
#N&o ocorreu a hidrolise.
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Para o estudo do comportamento dos cetais avaliados neste trabalho utilizamos o
método de cromatografia em fase gasosa, visto que, entre 0os métodos de separacdo, tem grande
aplicabilidade e permite separar e quantificar componentes com propriedades fisico-quimicas muito
semelhantes (AQUINO NETO et al., 2003).

A separagdo ocorre através da distribuicdo dos componentes da amostra entre duas
fases: uma fase estacionaria, de grande area superficial, que é percolada por um gas inerte (fase

movel), geralmente o gas hidrogénio (COLLINS, 1995).

A quantificacdo dos analitos foi realizada pelo método de padronizacao interna, que se
baseia em adicionar uma substancia de concentracdo conhecida denominada padréo interno (PI) na
amostra a ser analisada, relacionando entdo as areas obtidas. O Pl aumenta a precisdo dos
resultados, minimizando os erros obtidos na injegdo da amostra e pelas variacdes de vazdo e das
condicdes da coluna (RIBANI et al., 2004). Neste caso, o P1 utilizado foi o indol. Sendo assim, para
a determinacdo da concentracdo dos analitos presentes no meio de reacdo, fez-se uso da equacao a

sequir:

F = (Ap/Cp) / (Api/Cp))
Cx=Ax.Cp/Fx.Ap

Onde:

Ap = Area de pico do analito
Cp = Concentracdo de um padréo do analito
Ap; = Area de padro interno
Cp) = Concentracdo de padréo interno
Cx = Concentracao do analito
Ay = Area do analito
Os dados da Tabela 5 mostraram que a natureza do substituinte e o tamanho do anel

influenciam na velocidade de hidrélise dos cetais de isatina.

Quando o anel aromatico esta substituido por grupos retiradores de elétrons, como 0s
grupos NO; e Cl, os cetais tiveram baixa ou nenhuma conversdo. Ja o cetal dioxano da 5-metil-
isatina foi completamente hidrolisado em apenas 30 minutos. Para a hidrélise dos cetais 141-150,
inicialmente, foram testadas as mesmas condi¢es do Esquema 8 sem sucesso, visto que ndo houve

consumo total do material de partida.
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Mediante a resisténcia do cetal dioxolano 141-150 a hidrolise, decidiu-se investigar o

uso do acido trifluoroacético (TFA) como fonte de préton e também como solvente (Esquema 9).

Nestas condi¢des, os derivados 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona) (151-

158) foram obtidos em bons rendimentos.

Os produtos de hidrolise foram obtidos apds 48 h de reacdo sob refluxo e ndo foi

observado efeito do grupo presente no anel 1,2,3-triazolico sobre a reacdo. No entanto, reacGes de

hidrolise e eliminacdo nos substituintes do triazol ocorreram nos compostos 148, 149 e 150, de

modo respectivo (Esquemas 9 e 10).

Rendimentos (%) = 89
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Esquema 9. Hidrolise dos 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona)
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Esquema 10. Reacdes de hidrélise do cetal dioxolano, e reacBes de hidrolise (148) e eliminacao (149 e 150) dos

substituintes presentes no anel do triazol
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A hidrolise do cetal dioxolano de isatinas é dificultada, provavelmente, devido a
conformacdo do anel de cinco membros que reduz significativamente a capacidade do par de
elétrons pseudo-equatorial do oxigénio interagir com o orbital 6* do carbono (Figura 32A),
tornando a abertura do anel mais lenta. Outra explicacdo possivel para a resisténcia dos cetais a
hidrélise € a estabilidade do cetal protonado, que pode formar os intermediarios conforme

demonstrado na Figura 32B.
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Figura 32. (A) Interacdo entre o par de elétrons livre (pseudo-equatorial) do oxigénio e o orbital do

oxigénio; (B) Cetal dioxolano de isatinas protonado, possiveis intermediarios da reagdo

As condic¢es de reacdo drasticas e 0 longo tempo para converter os cetais as respectivas
isatinas, mesmo em &cido trifluoracético, nos motivaram a investigar condi¢des de reacdo mais
brandas. Para isso, foi utilizado o aquecimento em reator de micro-ondas, agua como solvente e p-
sulfénico-calixarenos [4] (159) e [6] (160) como catalisadores para a remogédo do grupo de protecédo
(Figura 33).

Figura 33. Estrutura quimica dos p-sulfénico-calixarenos [4] (159) e [6] (160)
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Os calixarenos possuem uma estrutura composta de unidades fendlicas ligadas por
pontes metilénicas na posic¢ao orto a hidroxila que combinam uma regido polar e uma apolar. Séo
muito empregados em quimica supramolecular, pois atuam como catalisadores ou transportadores
de ions metalicos e de moléculas (ARNAUD-NEU; SCHWING-WEILL; DOZOL, 2001). Além
disso, os calixarenos podem ser empregados em reacdes classicas, como a de Mannich (SILVA et
al., 2011) e a de Michael (DURMAZ et al., 2016).

Reacdes preliminares, de hidrolise, promovidas por 160, foram conduzidas usando o
cetal dioxolano da isatina sem substituinte em meio aquoso e sob a irradiagdo de micro-ondas. Na

Tabela 6, encontram-se os resultados obtidos.

Tabela 6. Avaliagdo preliminar da relacdo molar versus tempo de reacdo de hidrélise do cetal dioxolano da isatina com

p-sulfénico-calixarenos [6]

Entrada %.molar do p-sulfonico- Tempo de reacéo CCD*
calixareno [6] (min.)
1 0,30 - |
2 0,60 35 C
3 0,75 30 Cc
4 0,75% 25 C
5 2,00 20 C
6 2,00° 10 C
7 2,50° 10 C

Condigdes de reacdo: 0,15 mmol (28,0 mg) do cetal dioxolano da isatina, p-sulféxido-calixareno [6] e 10 mL de &4gua
foram submetidos & irradiacdo por micro-ondas a 150 °C, 800 rpm.

#Foi adicionado ao meio reacional 0,64 mmol de NaCl.

® Foi acrescido 10 °C & temperatura de reacéo.

* A evolucgdo da reacdo foi acompanhada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Atribui-se a letra C para as
reacGes em que houve o consumo do material de partida. A letra | designa as reagdes onde foi observado material de
partida por CCD.

Os resultados indicam que ha uma relagdo linear entre o nimero de mols do catalisador
empregado e o tempo de hidrélise (ver entradas 2, 3, 5 e 7). A adicdo de NaCl ao meio de reagédo
(ver entrada 4) provocou a reducdo do tempo reacional, provavelmente por tornar a conducgéo de

calor através da irradiacdo por micro-ondas mais eficiente.
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Em seguida, com o intuito de averiguar a conversdo do cetal dioxolano a isatina por
Cromatografia a Gas acoplada a Espectroscopia de Massas (CG-EM), realizou-se a curva analitica
através de solucdo-padrao'’, na qual o indol foi empregado como padrdo interno. As curvas
analiticas (Figuras 34A e B) mostraram que o limite de deteccdo para a isatina foi de 0,041 mg/mL

(A) e o limite de deteccéo para o cetal dioxolano da isatina foi de 0,073 mg/mL.

(A)
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Figura 34. Curvas analiticas obtidas para o cetal dioxolano da isatina, com limite de detec¢do de 0,041 mg/mL (A) e

para a isatina, com limite de deteccdo de 0,073 mg/mL (B)

7 A concentragdo do indol, da isatina e do cetal dioxolano da isatina na solug&o-padrdo foi, de modo respectivo, 2
mg/mL, 1 mg/mL e 0,5 mg/mL.
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Posteriormente, as conversdes do cetal dioxolano a isatina, catalisadas por 159 ou 160,
foram monitoradas por CG-EM e os resultados encontram-se dispostos na Tabela 7.

Tabela 7. Hidrélise do cetal dioxolano calasada pelo p-TsOH, p-sulféxido-calixarenos [4] ou [6]

%.mol do catalisador em relacéo ao cetal

dioxolano da isatina

Entrada p-sulféxido- p-sulféxido-  p-TsOH Tempo de Conversdo em
calix-[4]- calix-[6]- reacao CG-EM
areno (159) areno (160) (min.)
1 - 0,83 - 5 34
2 - 2,5 - 5 91
3 - 2,5 - 10 >94
4 1,25 - - 5 55
5 2,5 - - 5 90
6 2,5 - - 10 >94
7 - - 25 5 <18
8 - - 5,0 5 41
9 2,5% 5 <13

CondicOes de reacéo: 0,45 mmol do cetal dioxolano da isatina, p-sulfoxido-calixareno [4] ou [6] e 10 mL de &gua
foram submetidos a irradiagdo por micro-ondas a 150 °C.

% acrescentou-se ao meio de reagdo 5 mL de solvente.

A Tabela 7 revelou que em 2,5 %.molar, os calixarenos foram mais eficientes que o
acido p-toluenossulfénico (p-TsOH), possivelmente devido ao maior numero de grupos sulfénicos
(-SO3H) (4x superior em 159 e 6x superior em 160). No entanto, quando em presenca de ndmero

equivalente de grupos -SO3H, melhores resultados foram obtidos na presenca de 159.

A conversdo a isatina promovida por 2,5 %.mol de p-TsOH foi inferior a observada na
entrada 7, quando o volume reacional sofre um aumento, indicando que a perda de organizacdo
afeta a reacdo. Os resultados sugerem que a catélise seja &cida geral, ou seja, que ocorra um efeito
sinérgico favorecido, principalmente, pela estrutura organizada do complexo entre o reagente e 0 p-

sulféxido-calixareno [4].

Os valores de pH obtidos em quantidade molares equivalentes entre os catalisadores
investigados na reagdo de hidrolise se encontram na Tabela 8 e foram medidos com a finalidade de

observar se a reagdo ocorria por catalise acida geral ou especifica.
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Tabela 8. pH dos catalisadores empregados nas reagdes de hidrolise do cetal dioxolano da isatina sem substituinte

Catalisador Concentragéo Quantidade de grupos pH
(%.mol) sulfénicos (%.mol)

160 2,50 15,0 3,17
160 0,83 5,0 33
159 2,50 10,0 3,02
159 1,25 50 3,29
p-TsOH 2,50 2,5 3,55
p-TsOH 5,00 5,0 3,23

O p-TsOH mostrou ser mais acido do que os catalisadores 159 e 160 quando a mesma
propor¢do molar foi mantida, entretanto o valor de pH foi equivalente quando a relacdo entre o
numero de grupos sulfénicos destes catalisadores foi a mesma. Estes dados reforcam a hipdtese de

catalise acida geral e ndo especifica (Tabela 8).

Em seguida, investigou-se o reaproveitamento da fase aquosa de uma reacdo anterior
obtida na extracdo liquido-liqguido em uma nova hidrolise com o acréscimo da mesma carga do
reagente. O procedimento foi repetido até trés reusos e mostrou-se eficiente (Tabela 9). O acetato de
etila (AcOEt) foi empregado como solvente organico de extragdo e ndo houve a necessidade de

neutralizacdo do meio.

Tabela 9. Conversdo da hidrdlise do cetal dioxolano da isatina, promovida pelo p-sulféxido-calixareno [4], ap6s reuso

da fase aquosa proveniente de reagdo anterior

Reuso Converséo (%)
1 >04
2 >05
3 >04

Em geral, os resultados obtidos indicam que os p-sulfoxido-calixarenos sdo excelentes
catalisadores para a hidrdlise dos cetais da isatina, possibilitando, inclusive, o uso de dgua como
solvente da reacdo e com grande potencial de reaproveitamento. Vale mencionar que este estudo foi
feito em colaboragcdo com um aluno de inicia¢do cientifica do grupo (Lucas Barros Barbosa) e

outras reacOes serédo realizadas para aprofundamento do trabalho e breve publicagéo.
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4.2.1. Analise dos dados espectroscopicos e espectrométricos dos derivados 5’-(4-

alquil/aril-1h-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona (151-158)

42.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H)

Os espectros de RMN *H dos 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-

ona (151-158) mostram um sinal relativo ao hidrogénio do anel triazdlico [H-8] por volta de 8,4 a

9,3 ppm, que se apresentam como simpleto (s). Exceto para a substancia 151, cujo valor de

deslocamento quimico para este hidrogénio foi de 9,31 ppm, devido a influéncia do anel aromatico

como substituinte na porcdo triazélica. O sinal largo relativo a presenca de N-H pode ser observado

por volta de 11 ppm (Tabela 10).

Tabela 10. Dados de RMN *H dos derivados dos 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona (151-158)

Composto JoH8 o N-H
(triazol) (emcm™)
(em cm™)
151 9,31(s,1H) 11,35 (sl, 1H)
152 8,69 (s, 1H) 11,26 (sl, 1H)
153 8,42 (s, 1H) 11,10 (sl, 1H)
154 8,62 (s, 1H) 11,28 (sl, 1H)
155 8,62 (s, 1H) 11,29 (sl, 1H)
156 8,72 (s, 1H) 11,22 (sl, 1H)
157 8,56 (s, 1H) 11,22 (sl, 1H)
158 8,92 (s, 1H) 11,37 (sl, 1H)

Como exemplo, a Figura 35 mostra 0 RMN *H da 5’-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-

1,3’-indolino-2’-ona (154), onde os hidrogénios alifaticos apresentam-se como um tripleto (2H,

H10), quinteto (2H, H11), sexteto (2H, H12) e um tripleto (3H, H13), de modo respectivo.
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Figura 35. Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-g) da 5°-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona (154)

4.2.1.2.

Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN *3C)

A Tabela 11 mostra os principais sinais observados no RMN **C para os 5’-(4-

alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona (151-158). A carbonila de natureza cetonica

[C-3] apresenta, para esta serie, valores de deslocamentos quimicos entre 183,6 e 184,2 ppm, ja a

carbonila amidica [C-2] é menos desblindada que C-3 devido ao efeito de ressonancia que
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deslocaliza a carga entre N-1 e C-2 e apresenta-se em valores que compreendem a 159,4 a 160,0

ppm. Os sinais correspondentes ao C-8 do nucleo triazolico encontram-se entre 119,6 e 124,9 ppm.

Tabela 11. Dados de RMN **C dos 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona (151-158)

Composto o C8 0 C=0 0 C=0
(triazol) (amida) (cetona)

151 119,67 159,46 183,68
152 121,64 160,02 184,23
153 120,74 160,02 184,28
154 120,68 160,02 184,28
155 120,67 160,02 184,29
156 124,92 159,97 184,23
157 119,57 160,01 184,27
158 120,14 160,02 184,29

Além dos sinais caracteristicos das carbonilas e da regido aromética no espectro de

RMN *3C para o composto 154, usado como exemplo, observa-se os picos correspondentes aos

carbonos alifaticos: C10, C11, C12 e C13 em 31, 25, 22 e 14 ppm, de modo respectivo. Os picos

correspondentes aos carbonos quaternarios encontram-se descritos como Cq (Figura 36).
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Figura 36. Espectro de RMN *C (50 MHz, DMSO-¢5) da 5°-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona (154)
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4.2.1.3.  Espectroscopia na Regido do Infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho, para os 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
1,3’-indolino-2’-ona (151-158), mostram bandas (cm™) correspondentes & deformacao axial de N-H
(3127 a 3447 cm™) e bandas muito intensas correspondentes ao estiramento da carbonila amidica
[C-2] (1624 a 1633 cm™) e das carbonilas de cetona [C-3] (1735 a 1749 cm™) (Tabela 12). As
bandas caracteristicas do 1,2,3-triazol normalmente encontram-se entre 2895 e 3100 cm™,

entretanto, por serem de baixa intensidade ndo foram observadas.

Tabela 12. Dados de Infravermelho dos 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona (151-158)

Compostos o N-H v C=0 (amida) v C=0 (cetona)
(em cm”) (em cm™) (em cm™)
151 3447 1627 1741
152 3239 1624 1743
153 3142 1627 1743
154 3238 1628 1749
155 3127 1628 1745
156 3531 1633 1735
157 3289 1625 1747
158 3434 1625 1745

4.2.1.4. Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EMAR-IES™)

As analises por espectrometria de massas de alta resolucdo dos derivados dos 5°-(4-
alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona  (151-158) foram realizadas em um
espectrometro de massa conforme os parametros descritos no item 4.1.1.1.5. Os resultados obtidos

encontram-se dispostos na Tabela 13.
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Tabela 13. Dados dos derivados 5’-(-4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-

ona) (151 — 158) obtidos por EMAR-IES*

Compostos Férmula molecular Calculado Experimental  Erro (ppm)
151 Ci16H10N4NaO," 313,0696 313,0697 0,32
152 C11HgN,NaO," 267,0489 267,0493 1,49
153 C13H1oN,NaO," 279,0845 279,0852 2,51
154 C14H14N4NaO," 295,1190 295,1193 1,02
155 CisH16N4NaO," 307,1165 307,1170 1,63
156 C1sH1sN4NaO," 317,1008 317,1009 0,32
157 Ci6H16N4NaO," 319,1165 319,1175 3,13
158 CosH2NgO," 509,1680 509,1682 0,39

4.3. Sintese dos derivados tio- (159-166) e semicarbazonas (167-174) da 5’-(4-

alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona

Os grupos tio- e semicarbazonas foram obtidos através de reacdo equimolar dos

derivados carbonilados com cloridrato de tiossemicarbazida (X = S) ou semicarbazida (X = O) em

metanol. Nesta reacdo, dois modos de aquecimento foram investigados, o aquecimento sob refluxo

e 0 obtido através da irradiacdo por micro-ondas (MO) (Esquema 11).

X

R
X

N Aquecimento

H
151-158 (refluxo ou MO)

X=S 159 160 161 162 163 164 165

X=0 167 168 169 170 171 172 173

NH,

— —NH
— (o] HaoN )J\ N

NG N NN H, N\\N/N /
N o metanol O 159-174

N

H

X =S (tiossemicarbazona) ou O (semicarbazona

o O P by > %13@ O

166

174

Esquema 11. Reacdo de obtengdo dos grupos tio- (X=S, 159-166) e semicarbazona (X=0, 167-174)
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Acredita-se que dois mecanismos estejam envolvidos na forma pela qual ocorre a

transferéncia de energia térmica pelas MO em uma determinada reacdo quimica.

No primeiro, 0 campo magnético alternado gerado pelas MO interage com os dipolos
permanentes ou induzidos das moléculas, fazendo com que estas se polarizem. Em seguida, quando
0 campo magnético é removido, ocorre uma relaxacdo dielétrica dissipando a energia em forma de
calor (GALEMA, 1997; SANSEVERINO, 2002; KAPPE, 2008).

No segundo mecanismo, a migragdo dos ions dissolvidos no meio é a responsavel pela
geracdo de energia e o tamanho do ion, bem como a sua carga, a condutividade e a interacdo destes
com o solvente influenciam na conducdo idnica (GALEMA, 1997; SANSEVERINO, 2002;
KAPPE, 2008).

O estado fisico no qual as moléculas se encontram quando submetidas a irradiacdo de
MO ¢ fator importante no fendmeno descrito no primeiro mecanismo. Nos liquidos, o alinhamento
magnético ndo € imediato como nos gases, que possuem maior liberdade e, portanto, varia
conforme a viscosidade do meio (GALEMA, 1997; SANSEVERINO, 2002; KAPPE, 2008).

Por exemplo, a agua em seu estado sélido e liquido possui um fator de dissipacao igual
a 9 e 1570, de modo respectivo, a 25 °C e 3 GHz. Ou seja, a 4gua em sua fase sélida, cristalina e
altamente organizada sofre aquecimento desprezivel pelas MO (GALEMA, 1997).

A constante dielétrica do solvente também afeta a conducdo de calor. Em geral,
solventes polares, como o etilenoglicol, o etanol, 0 metanol e a 4gua sdo prontamente aquecidos
pelas MO. O oposto ocorre ao tetracloreto de carbono, devido o seu momento de dipolo nulo
(GALEMA, 1997). Por isso, a escolha do solvente organico a ser empregado em uma reagao

mediada pelas MO é fundamental para o sucesso da reacao.

O uso de irradiacdo por MO acelerou a reagdo de formacdo do grupo tio- (X=S) e
semicarbazona (X=0), além de fornecer os derivados tio- e semicarbazonas da 5’-(4-alquil/aril-1H-
1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona em rendimentos superiores aos observados pelo método

convencional (Tabela 14).
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Tabela 14. Rendimentos dos derivados tio- (159-166) e semicarbazonas da 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-
indolino-2’-ona (167-174)

Rendimentos (%)

Rendimentos (%)

Tiossemicarbazonas Método1l  Método2  Semicarbazonas Método1l Meétodo 2
(X=9) (X=0)
159 79 94 167 82 92
160 78 84 168 72 80
161 82 83 169 81 85
162 82 87 170 82 89
163 86 92 171 80 91
164 87 89 172 79 80
165 85 90 173 76 85
166 89 86 174 80 83

Método 1: cloridrato de tiossemicarbazida (X=S) ou semicarbazida (X=0) (1 equiv.) e MeOH, refluxo, 4 h.
Meétodo 2: cloridrato de tiossemicarbazida (X=S) ou semicarbazida (X=0) (1 equiv.) e MeOH, MO, 10 min.

Na sintese de tio- e semicarbazonas ocorre o ataque nucleofilico dos pares de elétrons
ndo-ligantes do grupo NH; da tio- ou semicarbazida ao grupo carbonila [C-3]. Nesta reacdo, uma
mistura isomérica pode ser obtida (Esquema 12) (COSTA et al., 2003). Contudo, fatores estéricos e

eletronicos influenciam fortemente esta reagéo.

X
H,N
Ny A,
H H
[o] 0® Xx=s (cloridrato de tiossemicarbazida)
A~ +H § i X = O (semicarbazida)
Ry o R—— o) =
Z N Z~N
\ \
H H
X X NH
HN)LNH %NHZ Hl\?g/ 3 i
2
HO | + H,0" N-NH 3N
NH, o /2 /2
A N N
| | 1 1
R R~ 0 ou Rl o]
Z~N - H,0* Z N Z~N
H H H H
Isémero Z Isébmero E

Esquema 12. Intermediarios polares envolvidos na formagdo de tio- (X = S) e semicarbazonas (X = O)

No geral, tio- ou semicarbazonas ndo substituidas em N5 possuem estrutura basica
planar com o 4&tomo de enxofre ou o 4&tomo de oxigénio em posi¢cdo anti em relacdo ao atomo de

nitrogénio da fungdo imina [C1=N2] devido a formacdo da ligacdo de hidrogénio intramolecular
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entre o nitrogénio da imina e os hidrogénios do grupo NH; (Figura 37). No entanto, a posicao sin é

preferencialmente adotada conforme grupos substituintes séo inseridos em N5 (CASAS, TASENDE

e SORDO, 2000; HANG e BERTOZZI, 2001).

i Ra
Anel de 5 membros XYN\ R _N X
produzido pela ligagio H 3
intramolecular de H™ >N’ H/N\N
hidrogénio (destacado J\ /’k
R1 RZ R1 R2
Posicéo anti Posicéo sin
Tio- (X = S) ou semicarbazona (X = O)
R; =R, =R;=R, = H, alquil ou aril

Figura 37. Posicdo anti e posi¢do sin adotadas por tio- (X = S) ou semicarbazonas (X = O). Destacado em vermelho, a

formag&o do anel de cinco membros devido a ligacdo de hidrogénio intramolecular na posi¢do anti. R; = R, = R3 =R, =

H, alquil ou aril (Baseado em TENORIO et al., 2005)

PERVEZ e colaboradores descreveram a sintese estereosseletiva de uma série de

tiossemicarbazonas substituidas em N5 derivadas da 5-nitro-isatina (PERVEZ et al., 2017).

A

andlise cristalogréfica para o derivado 175 revelou que estas substancias adotam uma conformacao

planar do tipo Z e anti, devido a interacdo entre o atomo de hidrogénio em N4H e o de oxigénio da

carbonila de amida [C=0], bem como a interacdo entre 0 atomo de hidrogénio em N5H e o de

nitrogénio do grupo imina da tiossemicarbazona [C=N3] (Figura 38).

—0,

[N5H...N3] =
2,259 A [C9-N5]=1,325 A

H-Na—
\ 9

9 N NI [CO-N4] = 1,376 A

| 3N
6/N+ /= H
—0
N

\
7s) H

Angulos de ligagdo
S-C9-N4-H3 =171,61°

S-C9-N5-H4 = 176,07°
C9-N4-N3-C7 = 173,08°

Figura 38. Estrutura cristalografica da tiossemicarbazona 175 obtido por PERVEZ e colaboradores (Baseado em
PERVEZ et al., 2017)
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Os comprimentos de ligacio observados para N4-C9 e N5-C9 foram iguais a 1,376 A e
1,325 A, respectivamente, indicando que estas ligagdes também possuem natureza de ligag&o dupla.
Além disso, sugerem uma possivel deslocalizacdo eletronica dos pares de elétrons néo
compartilhados de N4 ligado diretamente a imina ndo somente em direcdo a tionila [C9=S]
(caminho a — Figura 39), mas também em dire¢cdo a C=0 da amida (caminho b — Figura 39)
(PERVEZ et al., 2017).

Figura 39. Ressonancia dos pares de elétrons ndo compartilhados de N4 em direcéo a tionila [C9=S] (caminho a,

descrito em laranja) e a carbonila da amida [C=0] (caminho b, descrito em azul)

A tiossemicarbazona contendo o ndcleo indolico da isatina (176 — Figura 40) constitui
outro exemplo de como a conformacéo Z e anti foi preferencialmente assumida para esta classe de
substéancias (ALl et al., 2014).
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c - \‘\’m H_j

Angulos de torsao:
C7-N2-N3-C9=179,64°
C9-N4-C10-C11 = 144,62°

Figura 40. Estrutura cristalografica da tiossemicarbazona 176 obtido por ALI e colaboradores (Baseado em AL et al.,
2014)
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A andlise conformacional das tio- (166) e semicarbazona (174) sintetizadas neste
trabalho, em suas formas estruturais E/anti e Z/anti, foram construidas e otimizadas no programa

Spartan (Figura 41).

A diferenca de energia observada entre os diasteroisomeros 166a (Z/anti) e 166b
(E/anti) da tiossemicarbazona e os diasteroisomeros 174a (Z/anti) e 174b (E/anti) da
semicarbazona foram, de modo respectivo, 8,85 kcal/mol e 8,37 kcal/mol. Os resultados obtidos

sugerem que a conformacéo Z/anti foi, preferencialmente, adotada por estes compostos.

o .
E =39,94 kcal/mol |
.

Figura 41. Analise conformacional das tio- (166a-b) e semicarbazona (174a-b) em suas conformacdes E/anti e Z/anti.
As estruturas foram construidas e otimizadas no programa Spartan (https://www.wavefun.com/) e submetidas a anélise

conformacional sistematica por mecanica molecular, usando o campo de forca MMFF94

4.3.1. Analise dos dados espectroscopicos e espectrométricos dos derivados tio- (159-
166) e semicarbazonas (167-174) da 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
1,3’-indolino-2’-ona

43.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H)

Somente um dos isdmeros foi observado nos espectros de RMN *H dos derivados
tiossemicarbazonas (159-166) da 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona. A
Tabela 15 retne os principais sinais presentes no espectro de RMN 'H para este conjunto de

substancias.
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Tabela 15. Dados de RMN *H das tiossemicarbazonas (159-166) derivadas dos 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
1,3’-indolino-2’-ona

Composto SHS  SN-H(amida) SNH J NH, (TCZ)

(triazol) (TCZ*) NH NH

159 9,22 11,48 12,39 9.17 8.89
(sl. 1H) L 1H, NH)  (sL1H)  (sh 1M, NH) (s, 1H, NH)

851 11,37 1231 9.11 881
160 (sl 1H) L 1H NH)  (sL1H)  (sL 1. NH) (sl 1H, NH)

161 842 11,40 12,35 9,12 8,83
(sl. 1H) (LIH NH)  (sh1H) (s 1H NH) (I, 1H, NH)

162 8,45 11,42 12,36 9,14 8,85
(sl, 1H) L1H NH)  (sL1H) (s 10, NH) (sl 1H, NH)

163 8,45 11,43 12,38 9.16 8,86
(sl, 1H) L1H NH)  (sL1H) (s 1M, NH) (sl 1H, NH)

164 8,62 11,44 12,34 9.11 8,82
(sl. 1H) LIH NH) (L 1H) (s 1H NH) (I, 1H, NH)

165 8,42 11,41 12,36 9.13 8,83
(sl. 1H) LIH NH) (L 1H) (sl 1H NH) (I, 1H, NH)

166 8,79 11,41 12,34 9.11 8,82
(sl, 1H) L1H NH)  (sL1H)  (sh 1M NH) (sl 1H, NH)

* TCZ = tiossemicarbazona

O hidrogénio do grupo [N=NH] da tiossemicarbazona possui deslocamento quimico em
campo mais baixo do que o hidrogénio da amida, 12 e 11 ppm, de modo respectivo. Ou seja, 0
N=NH é mais desblindado do que o NH da amida. Este mesmo comportamento quimico foi descrito
por Pervez (PERVEZ et al., 2017) e Ali (ALI et al., 2014), em trabalhos independentes, para as

tiossemicarbazonas isatinicas.

Foram observados sinais distintos no RMN *H (9,1 ppm e 8,8 ppm) para 0 NH, das
tiossemicarbazonas 159-166, provavelmente devido a natureza parcialmente dupla da ligacéo entre
0s atomos de nitrogénio do grupo NH, e o carbono da tionila [C=S]. Desta forma, os hidrogénios
presentes neste grupo tornam-se diastereotopicos (TARASCONI et al., 2000; JOUAD et al., 2001).
Ja os hidrogénios em [H8] do anel 1,2,3-triazolico foi confirmado na faixa que compreende aos

deslocamentos quimicos entre 9,2 e 8,4 ppm.
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A Figura 42 mostra o RMN 'H da (2)-2-(2-oxo-5-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)indolino-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (163), a titulo de exemplificacdo. Além dos sinais
descritos anteriormente, foram observados um dupleto em & 8,2, area 1 e constante de acoplamento
(J) igual a 3 Hz (acoplamento em meta), ainda um duplo dupleto em & 7,7, area 1 ¢ Jigual a3 Hz e
6 Hz (acoplamento meta e orto) e um dupleto em & 7,0, area 1 ¢ J igual a 6 Hz (acoplamento em
orto). Estes sinais correspondem aos hidrogénios aromaticos do nucleo indolico da isatina. Ja os
sinais dos hidrogénios da porcéo alifatica encontram-se entre 3 e 0,5 ppm como um tripleto (6 2,7,
2H, J = 6 Hz), um quinteto (6 1,6, 2H, J = 6 Hz), um multipleto (& 1,36-1,33, 4H) e um tripleto
(0,89, 3H, J = 6 Hz).
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Figura 42. Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-g5) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolino-3-
ilideno)hidrazinocarbotioamida (163)
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Apesar da reacdo de sintese do grupo tiossemicarbazona ter sido estereosseletiva, o

mesmo ndo ocorreu para a reacdo de formagédo do grupo semicarbazona, de modo que 0S espectros

de RMN *H para os derivados 167-174 evidenciou a presenca de isdmeros.

Por exemplo, no espectro de RMN *H da (Z,E)-2-(2-0x0-5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)indolino-3-ilideno)hidrazinocarboxamida (167 — Figura 43) eram esperados um total de 13

hidrogénios, contudo foram observados ao todo 26 hidrogénios. Ademais, 0s sinais correspondentes

aos NH da amida e do grupo semicarbazona [N=NH], bem como o do hidrogénio triazélico [H8]

encontram-se duplicados com deslocamentos quimicos correspondentes a 11,71 ppm (sl, 1H), 11,38
ppm (sl, 1H), 11,01 ppm (sl, 1H), 10,61 ppm (sl, 1H), 9,23 ppm (sl, 1H) e 9,16 ppm (sl, 1H),

respectivamente. Dois simpletos largos com area igual a 2 foram observados em 7,27 ppm e 6,9

ppm e correspondem, de modo respectivo, ao grupo NH; da semicarbazona 167 e de seu isémero.
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Figura 43. Espectro de RMN "H (400 MHz, DMSO-) da (Z,E)-2-(2-0x0-5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolino-3-
ilideno)hidrazinocarboxamida (167) a 298 K (25 °C)
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O RMN 'H para a (ZE)-2-(2-oxo-5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolino-3-
ilideno)hidrazinocarboxamida (167) foi obtido em diferentes temperaturas. A Figura 44 mostra a
visdo ampliada da regido entre 12 ppm e 9 ppm, onde se encontram os hidrogénios do NH da amida,
do grupo semicarbazona [N=NH] e do triazol [H8] a 298 K (25 °C — A), 313 K (40 °C — B), 333 K
(60 °C —C) e 352 K (80 °C — D).
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Figura 44. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-) da (Z,E)-2-(2-0x0-5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)indolino-3-ilideno)hidrazinocarboxamida (167) a 298 K (25 °C — A), 313 K (40 °C - B), 333 K (60 °C
—C) e 352 K (80°C - D). Visdo ampliada da regido entre 12 ppm e 9 ppm 100



Conforme houve um aumento na temperatura fornecida ao sistema, houve uma
pequena variacdo na relacdo de area referente aos hidrogénios dos isdmeros do composto 167.
O pico do hidrogénio do anel do 1,2,3-triazol [H8] foi o escolhido para os célculos de
proporcao entre os isdbmeros (Tabela 16).

Tabela 16. Relacdo entre as areas dos hidrogénios dos isbmeros do composto 167 a 298 K (25 °C), 313 K (40 °C), 333
K (60°C) e 352 K (80 °C)

Temperatura K (°C)  Area do H8 Area do H8 Relag&o entre as
triazol triazol (isdbmero) areas (Z/E)
298 K (25 °C) 1,03 1,00 50,7:49,3
313 K (40 °C) 1,02 1,00 50,5:49,5
333 K (60 °C) 1,01 1,00 50,2:49,8
352 K (80 °C) 0,95 1,00 48,7:51,3

A Figura 45 mostra uma visdo ampliada da regido entre 9 e 6 ppm do espectro de RMN
'H do derivado 167 a 298 K (25 °C — A), 313 K (40 °C — B), 333 K (60 °C — C) e 352 K (80 °C —
D). Conforme a temperatura aumentou, houve a mudanga evidente do deslocamento quimico
observado para os hidrogénios do grupo NH, da semicarbazona e de seu isdbmero. A 298 K (25 °C)
os hidrogénios desse grupo apresentaram-se como simpletos largos em 7,27 ppm e

aproximadamente 6,95 ppm, respectivamente.

Quando a temperatura foi de 313 K (40 °C), os sinais mudaram para 7,20 ppm e 6,89
ppm. J& a 333 K (60 °C) um dos sinais coincidiu com os hidrogénios do anel aromético que
mostram-se como multipletos entre 7,15 ppm e 7,09 ppm, e o outro apareceu em 6,81 ppm. Ainda a
352 K (80 °C) estes hidrogénios surgem a 7,03 ppm e 6,74 ppm (Tabela 17). Os demais sinais nao
sofreram deslocamento quimico significativo conforme o aumento da temperatura.

Tabela 17. Deslocamentos quimico (8) dos hidrogénios do grupo NH, da semicarbazona 167 e de seu isbmero a 298 K
(25°C), 313 K (40 °C), 333 K (60 °C) e 352 K (80 °C)

Temperatura K 0 NH, 0 NH, semicarbazona
(°C) semicarbazona® (isbmero)

298 K (25 °C) 7,27 6,95

313 K (40 °C) 7,20 6,89

333 K (60 °C) - 6,81

352 K (80 °C) 7,03 6,74

& A 333 K (60 °C) o sinal correspondente ao grupo NH, coincidiu com os hidrogénios do anel aromatico que mostram-
se como multipletos entre 7,15 ppm e 7,09 ppm.
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A Figura 46 mostra o espectro de RMN *H da semicarbazona 167, no qual uma
proporcgdo de 86:14 entre os isdomeros foi observada, ou seja, a prevaléncia de 6 vezes de um dos
isomeros em relacdo ao outro. A temperatura da RMN ‘H, neste caso, ndo foi monitorada, mas a
comparagdo deste espectro de RMN *H com os espectros de RMN *H obtidos para o mesmo
composto a 298 K (25 °C), 313 K (40 °C), 333 K (60 °C) e 352 K (80 °C — Figura 44), no qual a
relacdo isomérica foi, de modo respectivo, 50,7:49,3, 50,5:49,5, 50,2:49,8 e 48,7:51,3 (Tabela 16),
revelou que a temperatura de anélise para 0 RMN *H da Figura 46 foi superior a 80 °C.
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A razdo diastereoisomérica das semicarbazonas (167-174) foi determinada por RMN *H
através das proporcdes dos valores de integracbes dos sinais referente ao hidrogénio do ndcleo

triaz6lico [H8], sendo entdo determinada a relacdo isomérica (Tabela 18).

Tabela 18. Dados de RMN *H dos derivados semicarbazona (167-174) dos 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-

indolino-2’-ona e seus isdbmeros

Composto 6_H8 6H¢.9 {triazol Propgrgéo entre
(triazol)  do isomero) os isdmeros

167 9,13 9,20 86:14
168 8,57 8,67 50:50
169 8,46 8,62 93:6
170 8,47 8,56 955
171 8,46 8,48 85:15
172 8,66 no )

173 8,45 8,64 92:8
174 8,76 no R

*no = ndo observado

43.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN *3C)

Apenas um isdmero foi observado nos espectros de RMN *C obtidos para as
tiossemicarbazonas (159-166). Estas substancias apresentam sinais caracteristicos do grupo tionila
[C=S] por volta de 179 ppm e do grupo amidico em torno de 163 ppm (Tabela 19).

Estes sinais também foram descritos por PERVEZ (PERVEZ et al., 2017) e ALI (ALI

et al., 2014) em seus trabalhos de obtencéo de tiossemicarbazonas contendo o nucleo da isatina.

O sinal de CH do 1,2,3-triazol pode ser visto entre 118 ppm e 121 ppm. Ja o carbono da
imina [C=N] pode ser observado entre 162 ppm e 163 ppm.
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Tabela 19. Dados de RMN **C das tiossemicarbazonas (159-166) derivadas dos 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-

1,3’-indolino-2’-ona

Composto 0 C8 0 C=0 o C=N o6 C=S
(triazol)  (amida) (imina) (TC2)

159 120,24 163,27 147,77 179,37
160 121,40 162,23 149,65 179,34
161 120,05 162,63 147,86 178,80
162 120,62 163,24 148,63 179,35
163 120,04 162,70 148,13 178,86
164 121,79 163,22 149,47 179,34
165 118,87 162,63 153,19 178,82
166 120,09 163,25 148,88 179,35

A Figura 47 mostra o RMN C da (2)-2-(2-oxo-5-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)indolino-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (163). Os carbonos da cadeia alifatica possuem
deslocamentos quimico correspondentes a 30,83 (CHy), 28,51 (CHy), 24,99 (CHy), 21,88 (CH,) e

13,88 (CHa).
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Figure 47. Espectro de RMN **C (75 MHz, DMSO-g) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolino-3-

ilideno)hidrazinocarbotioamida (163)
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O espectro de RMN *3C obtido para as semicarbazonas revelou a presenca da mistura de
diastereoisomeros. Por exemplo, a semicarbazona 167 possui 17 carbonos em sua estrutura. No
entanto, os carbonos aromaticos [C12] e [C14] possuem 0 mesmo ambiente quimico, e portanto, o

mesmo deslocamento no RMN **C. O mesmo ocorre aos carbonos [C11] e [C15].

Sendo assim, 15 sinais eram esperados no espectro de RMN *3C deste composto (Figura

48). Contudo, 28 picos foram observados no RMN **C evidenciando a mistura de isdmeros.

Os carbonos quaternarios (Cq) foram diferenciados dos CH, CH, e CH3 com o auxilio
do DEPT-135. A Tabela 20 mostra os sinais diagnosticos observados para as semicarbazonas 167 a
174,
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Tabela 20. Dados de RMN **C dos derivados semicarbazona (167-174) dos 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona e seus isdmeros

Composto 0C8 oC8 o0 C=0 o0 C=0 o0 C=N o0 C=N 0 C=0 0 C=0
(triazol) (triazol do isdbmero) (amida) (amida do (imina) (imina do (sCz)* (SCZ do isdbmero)
isdmero) isdmero)

167 120,54 120,16 165,30 163,24 147,63 147,53 156,51 155,29
168 121,78 121,46 165,42 163,28 149,59 149,50 156,59 155,45
169 120,71 no** 163,34 no 148,42 no 155,42 no
170 120,92 120,63 163,34 163,31 148,58 148,37 156,64 no
171 120,31 120,01 164,75 162,74 148,05 147,84 156,20 154,85
172 121,92 121,56 162,76 no 148,91 no 154,84 no
173 121,94 121,51 162,72 no 141,02 no 154,85 153,20
174 120,35 no 165,35 no 148,63 no 156,57 no

* SCZ = semicarbazona
**no = nao observado
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4.3.1.3. Ressonancia Magnética Nuclear Bidimensional (RMN 2D)

Somente um dos isdbmeros da tiossemicarbazona foi observado como produto através do
RMN *H, RMN ®*C e RMN 2D como esperado.

Dentre as técnicas de RMN 2D, existe a NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement
SpectroscopY). A NOESY é uma poderosa ferramenta de RMN de *H bidimensional que relaciona
os protons que acoplam entre si através do espaco, em geral em distancia inferior a 4 A. (BLANCO
et al., 1993; KAISER, 2000).

A NOESY foi empregada com o intuito de observar a correlacdo espacial existente entre
0 hidrogénio do anel aromatico do nudcleo inddlico [H4] e o hidrogénio do NH do grupo
tiossemicarbazona [H3], caso a conformacdo adotada para as tiossemicarbazonas obtidas na Tese

fosse a E/anti (Figura 49).

s
NOESY 4A §/N|-|2

5 HeNQ

Interagédo entre H4 e H3 do H N
4

\

[NH] da tiossemicarbazona 7
R—— o
Z N

\
H

Figura 49. Provavel correlagdo observada na NOESY entre o hidrogénio aromatico H4 e o H3 do NH presente no

grupo tiossemicarbazona nos derivados obtidos na Tese

A Figura 50 mostra o espectro de NOESY obtido para a tiossemicarbazona 163. Neste
espectro, foram encontradas correlaces entre os hidrogénios do grupo NH;, que possuem sinais
distintos no RMN *H (9,16 ppm e 8,86 ppm) devido a natureza parcialmente dupla da ligac&o entre

0s atomos de nitrogénio do grupo NH; e o carbono da tionila [C=S].
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Figura 50. Espectro NOESY (Nuclear Overhauser Spectroscopy, 500 MHz, DMSO-¢) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-pentil-1H-

1,2,3-triazol-1-il)indolino-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (163)

Outras técnicas de RMN 2D foram empregadas na elucidacao estrutural do composto
163. Por exemplo, a técnica de COSY 'H-'H (homonuclear COrrelation SpectroscopY) que é
empregada quando se deseja observar as correlacdes entre os hidrogénios acoplados por 23Jy 4 ou
83,1 e assim identificar as multiplicidades dos sinais observados no RMN *H (KAISER, 2000;
PAVIA et al., 2015).

No espectro de COSY 'H-'H para a tiossemicarbazona 163 foi possivel identificar a
existéncia das seguintes correlacdes: H® (5 7,7, dd, 1H, J =3 e 9 Hz) e H' (8 7,0, d, 1H, J = 9 Hz);
HY® (82,7, t, 2H, J = 6 Hz) e H' (& 1,6, quint, 2H, J = 6 Hz); H*! (8 1,6, quint, 2H, J = 6 Hz) e H*®
ouldel? 51,36-1,33, m, 4H); H2 412§ 1 36-1,33, m, 4H) e H®* ' (50,8, J = 6 Hz, 3H) (Figura
51).
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Figura 51. Espectro COSY *H-'H (homonuclear COrrelation SpectroscopY, 300 MHz, DMSO-g) da (Z)-2-(2-0x0-5-
(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolino-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (163)

As mesmas correlacGes foram observadas para o anadlogo do composto 163 contendo o

grupo semicarbazona (171 — Figura 52) e o seu isémero correspondente ndo foi observado. Assim

como para 0 derivado descrito anteriormente, ndo foram observadas as correlagcbes entre 0s

hidrogénios acoplados com “J, H® e H* provavelmente devido a presenca do anel triazolico na

posicdo 5 do anel aromatico.
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Figura 52. Espectro COSY *H-'H (homonuclear COrrelation SpectroscopY, 300 MHz, DMSO-g) da (Z)-2-(2-0x0-5-
(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolino-3-ilideno)hidrazinocarboxamida (171)

Nos espectros de HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) foi possivel o
estudo das correlagBes entre os carbonos e hidrogénios com %2Jc  existentes nas tio- (163 — Figura

53) e semicarbazona (171 — Figura 54).

A analise por HMBC revelou que ambas as substancias, 163 e 171, possuem as mesmas
correlagOes entre os carbonos e hidrogénios, de modo que o hidrogénio ligado ao carbono 6 [H]
correlaciona-se com os carbonos em [CH’] e [Cq’]. J& o hidrogénio em H’ correlaciona com os
carbonos [CH®] e [Cq"].

Ainda, os hidrogénios da amida [NH] e do triazol [H"] correlacionam, de modo

respectivo, com os carbonos [C"] e [Cq®].
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No que se refere & cadeia alifética, as correlages entre H' e Cq®, CH,™ e CH,™, bem
como a existente entre H ¥ e CH,'? e CH,™, H®* ® ¥ ¢ CH," e CH," foram observadas. No

entanto, ndo foram observadas algumas correlagdes esperadas, por exemplo, entre H* %1% e CH3™.
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Figura 53. Espectro HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation, 300 MHz, DMSO-4) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-
pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolino-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (163)
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Figura 54. Espectro HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation, 300 MHz, DMSO-) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-
pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolino-3-ilideno)hidrazinocarboxamida (171)

A técnica de HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence), assim como a
HMBC, permite a analise das correlacdes que existem entre carbonos e hidrogénios de uma
determinada estrutura molecular. No entanto, somente sdo observadas as correlacfes entre 0s
ndicleos com “Jc 4, Ou seja, entre os carbonos e os hidrogénios diretamente ligados (KAISER, 2000;
PAVIA et al., 2015).
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Os espectros de HMQC para a tio- (163 — Figura 55) e semicarbazona (171 — Figura 56)
também mostraram o mesmo perfil espectroscdpico e auxiliaram na atribuicdo dos carbonos e

hidrogénios observados no RMN *H e de **C discutidos na sesséo 4.3.1.1 e 4.3.1.2.
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Figura 55. Espectro HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence, 300 MHz, DMSO-¢) da (2)-2-(2-0x0-5-(4-
pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolino-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (163)
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Figura 56. Espectro HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence, 300 MHz, DMSO-4) da (2)-2-(2-0x0-5-(4-
pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolino-3-ilideno)hidrazinocarboxamida (171)

4.3.1.4.

Espectroscopia na Regido do Infravermelho (1V)

Tiossemicarbazonas, assim como as semicarbazonas, podem coexistir em equilibrio

com suas respectivas formas tautomeéricas devido a intensa deslocalizagdo eletrdnica existente
nestes grupos (TENORIO et al., 2005) (Esquema 13).
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XH XH

R, H/N—/< R, /N:<
>:N N—H =———— ):N N—H
/ /

R, H H
X - S (tiossemicarbazona) X - S (tiol)
O (semicarbazona) O (enol)

R, e R, = alquil ou aril

Esquema 13. Equilibrio tautomérico entre as formas tiona e tiol, se X = S e entre as formas cetona e enol, se X = O

No espectro de infravermelho obtido para os derivados tio- (159-166) e semicarbazonas
(167-174) somente a forma tiona (X = S) foi observada para as tiossemicarbazonas através de uma
banda intensa na regido de 1124 — 1135 cm™ correspondente ao vC=S e somente a forma cetona
(C=0) foi observada para as semicarbazonas atraves de uma banda intensa e larga entre 1687 —
1708 cm™ correspondente ao »C=0 (Tabela 21).

Este mesmo comportamento foi observado no espectro de IV das tiossemicarbazonas
preparadas por BHARTI (BHARTI et al., 2003), ALI (ALI et al., 2014) e PERVEZ (PERVEZ et
al., 2017), bem como para as semicarbazonas obtidas por LIMAL (LIMAL et al., 1994).

A Tabela 21 mostra as principais bandas observadas no espectro de IV para as tio- (159-

166) e semicarbazonas (167-174) sintetizadas nesta Tese.
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Tabela 21. Dados de infravermelho das tio- (159-166) e semicarbazonas (167-174) derivadas dos 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona

Tiossemicarbazona v C=0 v C=N v C=S Jdsimétrica Semicarbazona v C=0 v C=0 v C=N osimétrica NH,
X=9) (amida) (imina)  (emcm™) NH; X=0) (amida) (semicarbazona) (imina) (emcm™)
(emem®)  (emcm?) (em cm™) (em cm™) (em cm™) (em cm™) (em cm™)

159 1716 1628 1124 1596 167 1720 *no 1599 1573
160 1685 1612 1135 1598 168 1722 1687 1630 1585
161 1689 1608 1124 1492 169 1729 1708 1628 1589
162 1689 1608 1124 1492 170 1735 1689 1625 1579
163 1700 1610 1133 1498 171 1737 1708 1629 1575
164 1712 1697 1133 1490 172 1731 1695 1629 1575
165 1700 1594 1128 1506 173 no 1687 1612 1587
166 1704 1591 1132 1490 174 no 1704 1623 1575

*no= banda nao observada
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4.3.1.5. Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EMAR-1ES™)

As analises por espectrometria de massas de alta resolucdo dos derivados dos derivados
tio- (159-166) e semicarbazonas (167-174) da 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-
2’-ona foram realizadas em um espectrémetro de massa conforme os parametros descritos no item

4.1.1.1.5. Os resultados obtidos encontram-se dispostos na Tabela 22.

Tabela 22. Dados dos derivados tio- (159-166) e semicarbazonas (167-174) da 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
1,3’-indolino-2’-ona obtidos por EMAR-IES®

Compostos  Férmula molecular Calculado Experimental  Erro (ppm)
159 Cy7H14N,0S* 364,0936 364,0975 1,07
160 C1,H1:N7Na0,S* 340,0587 340,0586 0,29
161 C14H15N;NaOS* 352,0956 352,0945 3,12
162 Ci5H17N;NaOS* 366,1107 366,1096 3,00
163 Ci6H19N,NaOS* 380,1264 380,1251 3,42
164 Ci7H17N;NaOS* 390,1107 390,1104 0,90
165 Cy7H1gN;NaOS* 392,1264 312,1253 0,28
166 Cy4H14N,0S* 328,0936 328,0975 1,19
167 C17HwuN;O," 348,1164 348,1204 1,15
168 C1oH1:N;/NaO;* 324,0817 324,0821 0,12
169 C14H16N;0," 314,1321 314,1415 2,99
170 CisH1gN;0," 328,1477 328,1516 1,19
171 CisH10N;/NaO," 364,1492 364,1485 1,92
172 C17H1N;O," 352,1477 352,1507 0,85
173 C17H1gN;NaO," 376,1498 376,1488 2,65
174 C14H14N;0," 312,1164 312,1204 1,28
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4.4. Reacao de acoplamento suzuki-miyaura e sintese dos grupos tio- e semicarbazonas

O primeiro passo consistiu na sintese da 5-iodo-isatina (177 — Esquema 15), visto que
sistemas aromaticos iodados sdo mais reativos do que seus correspondentes brometos e cloretos
frente a reacdes de acoplamento cruzado (NICOLAOU; BULGER e SARLAH, 2005).

O agente de iodacdo empregado para a obtencdo de 177 foi uma solucdo de
dicloroiodato de potassio (KICI,) preparada através de iodato de potassio, cloreto de potassio, acido
cloridrico concentrado em meio aquoso. Esta metodologia foi descrita, em 2001, por Garden e
colaboradores (GARDEN et al., 2001).

Em seguida, reagiu-se esta solucdo com a isatina (83) em metanol, dando origem a 5-
iodo-isatina (177) em 65% de rendimento. Esta, por sua vez, sofreu N-metilagdo para fornecer 178
em 89% de rendimento. A préxima etapa foi a protecdo da carbonila de cetona [C-3] da N-metil-5-
iodo-isatina com etilenoglicol, tolueno e &acido p-toluenossulfénico (p-TsOH), como catalisador,

gerando 179 em 48% de rendimento (Esquema 14).

/\/OH
o] CHl o] HO
o] KICl, | CaHy | > TSOH | 0/7)
MeOH DMF tolueno
o o] o — o}

N 7 dias N MO. 100 °C N\ aquecimento N\

g3 H 65% 1771 20 minutos 178 CH, 4%; 179 CH,
89% °

Esquema 14. Reacdo de iodacdo da isatina (83) seguida de N-metilacdo do grupo NH e da prote¢do de C-3 para a
obtencédo de 179

Em seguida, o acoplamento de Suzuki-Miyaura foi 0 método adotado para a obtencdo
do benzaldeido 181 (Esquema 15).

A reacdo de Suzuki-Miyaura foi descrita pela primeira vez em 1981 (MIYAURA,
YANAGI e SUZUKI' ¥ MIYAURA e SUZUKI, 1995; SUZUKI, 1999) e desde entdo tem sido
explorada para a construcdo de ligagBes carbono-carbono do tipo sp®-sp? principalmente no
planejamento de farmacos (PORCU et al., 2014; BARAN et al., 2016).

As reacdes de Sonogashira (SONOGASHIRA, TODA e HAGIHARA, 1975), Negish
(NEGISH et al., 2005), Heck (HECK e NOLLEY, 1972) e Stille (STILLE, 1986) constituem outros
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exemplos de reacOes de acoplamento cruzado que diferenciam entre si apenas pelo tipo de

composto organometélico empregado na sintese.

O acoplamento de Suzuki-Miyaura, como mencionado, foi o método escolhido nesta

tese, devido a disponibilidade dos reagentes no laboratorio de pesquisa. Além disso, organoboranos

sd80 0s compostos organometalicos menos agressivos ao meio ambiente, comercialmente

disponiveis e estaveis a temperaturas elevadas, a agua e ao oxigénio presente na atmosfera.

Desta maneira, a substancia 179 foi tratada com o acido 4-formilbenzenobor6nico 180,

dicloreto de bis(trifenilfosfina) de paladio(ll) [PdCI,(PPhs),] como catalisador, solucdo de

carbonato de so6dio (Na,CO3) e uma mistura de acetonitrila (AcCN) e &4gua em razdo 1:1 como

solvente da reacdo (Esquema 15).

o
H)KQ\ o]
180 B(OH),
I o/\\o PdCly(PPh3), 5 mol%
NayCO3 1M o
\Cf;o N
179N\ ACCN:H,0 1:1 (v/v) 181 \
Entrada Relacéo molar Tipo de Tempo de Produtos
entre 179 e 180 aquecimento reacao
1 0,087:0,1 t.a. 12 dias o, Q Q 0
182
2 0,087:0,1 refluxo 1 hora 0/\(')
182 + @\)S:o

N
\

183

3 0,087:0,1 refluxo 3 horas 181 + 182 + 183

4 0,087:0,1 MO (60°C) 15 minutos 181 + 182 + 183

6 0,087:0,1 MO (150°C) 10 minutos 181 + 182 + 183

7 0,1:0,1 MO (150°C) 10 minutos 181 (47% de rendimento)

Esquema 15. Métodos investigados para a formagéo de 181 através de acoplamento cruzado do tipo Suzuki-Miyaura

Inicialmente, nenhuma fonte de calor foi fornecida a este sistema e somente 182 foi

observado como produto apos 12 dias de reagdo (entrada 1 — Esquema 16). Paralelamente, o
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produto oriundo do acoplamento de duas moléculas do acido borénico (180) e da desalogenacdo da
N-metil-5-iodo isatina (179) foram observados como subprodutos da reagcdo quando a razédo molar
entre 179 e 180 foi de 0,087:0,1, independente do uso de refluxo ou micro-ondas como fonte de
energia ao sistema (entradas 2-6). Depois, o 4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-
indolino]-5’-il)benzaldeido (181) foi obtido em 47% de rendimento apds 10 minutos de rea¢do com
irradiacdo de MO, quando a razdo molar entre os materiais de partida, 179 e 180, foi de 1:1
(entrada 7).

Os produtos obtidos, no acoplamento de Suzuki-Miyaura, foram analisados por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A Figura 57 mostra o
cromatograma gerado para a substancia 181, proveniente da reacéo sob as condi¢Ges observadas na
sétima tentativa. O espectro de massas encontra-se em destaque na Figura 57, onde observa-se o

pico do ion molecular com razdo massa (m) sobre a carga (z), m/z igual a 309.

e
104 309

(1,000,000
i 79
13
: 253
1a 54 209 “

1.4 PR
J] 25 o9y 238

52
5 - 10
10 c, 76 on 104 11?1 m‘ 86 195 ‘ ‘ L ‘ |
- o 8 Il |- 4 N ||| I 1 I s
DQ: T i L T
B 75.0 100.0 125.0 50.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0
o0&

07
05
04
02

0.4

e —F— 77—
50 75 10.0 12.5 15.0

Figura 57. Cromatograma e espectro de massas obtidos em CG-EM para o produto de acoplamento 181

A Figura 58 mostra os principais fragmentos encontrados no espectro de massas obtido

para o0 composto benzaldeido 181.
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m/z 309

Figura 58. Proposta de fragmentacdo para os principais picos oriundos do composto 181

O ciclo catalitico aceito para esta reacdo € composto por trés etapas basicas. A primeira
consiste na adi¢do oxidativa do halogeneto de arila ao paladio zerovalente (MIYAURA, YANAGI e
SUZUKI 1%8%). Nesta etapa, o tipo de precursor de paladio (Pd) empregado é de suma importancia,
visto que precursores de Pd sem ligantes sdo eficientes apenas em caso de substratos aromaticos
contendo os atomos de iodo ou bromo que possuem substituintes retiradores de elétrons no anel
aromatico, porém sistemas pouco reativos como os brometos de arila e cloretos de arila ndo
ativados requerem o uso de ligantes, como os do tipo fosfinas monodentadas, por exemplo, PCys,
PPh3 e P(o-toluil); ou bidentadas, como dppp, dppf, e Binap (CORBET e MIGNANI, 2006).

Na segunda etapa do ciclo catalitico, um intermediario [ArPd(I1)X] é produzido para,
em seguida, sofrer transmetalacdo formando a espécie ArPdAr’. Por fim, ocorre a eliminagdo
redutiva, gerando o produto de acoplamento, a bifenila, e regenerando o catalisador em sua forma
zerovalente que sera consumido em um novo ciclo da reacdo (MIYAURA, YANAGI e SUZUKI,

1981). O Esquema 16 mostra estas etapas para a reacdo investigada na Tese.
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Etapa 3: eliminag&o redutiva

L, . L
Etapa 1: adicdo oxidativa
o )
I o
Pd(0)L \©\>;o
(0L, N\ (179)
(Ar-x)

|
' S, Pd‘(‘ﬁ\)\ o

J\©\Pd a 1 , !
e 7 Y%
(Ar-Pd(ll)-Ar") N N

\ \

[(Ar-Pd(ll)-X]

(o}

B(OH),l.base
!
B(OH),

Etapa 2: transmetalacéo
(180)

Esquema 16. Ciclo catalitico do acoplamento do tipo Suzuki-Miyaura entre o cetal dioxolano da N-metil-5-iodo-isatina
(179) e o &cido bordnico (180)

Os ligantes empregados em Suzuki-Miyaura influenciam ndo somente a etapa de adigéo
oxidativa, como mencionado anteriormente, mas também a etapa de eliminagcdo redutiva. O
aumento da natureza bésica e do volume da fosfina conduz ao aumento da densidade de elétrons no
centro metalico, facilitando a etapa de oxidacdo e eliminacdo redutiva através da formacdo de
espécies de Pd (PdL; e PdL) (WOLFE et al., 1999; BARDER et al., 2005; NOBRE, 2008).

Por fim, a etapa seguinte do trabalho consistiu no preparo dos grupos tio- (184) e
semicarbazona (185) fornecidos através de 181, em excelentes rendimentos, apds 10 minutos em

irradiacdo de micro-ondas (Esquema 17).
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NH
o
H
metanol (X = S) 184
MO, 150 °C (X=0)185
X=8)91%
(X=0)84%

Esquema 17. Sintese da tiossemicarbazona 184 e da semicarbazona 185, derivadas do 4-(1’-metil-2’-oxo-
espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-5’-il)benzaldeido (181)

Os rendimentos observados para a tio- (184) e semicarbazona (185) do aldeido foram
superiores aos derivados tio- (159-166) e semicarbazonas (167-174) da 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-
triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona (vide item 4.3).

A reatividade de aldeidos e cetonas frente a nucleo6filos (Nu) pode ser explicada através
da Teoria do Orbital Molecular (TOM). Esta teoria preconiza que a nova ligacdo formada entre o
carbono da C=0 de aldeidos ou cetonas e o Nu, ou seja, os pares de elétrons ndo ligantes do
nitrogénio do grupo tio- ou semicarbazona, origina-se no orbital Tc-o* vazio no estado fundamental.
Este orbital € denominado LUMO, do inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital (COSTA et al.,
2003).

Durante o ataque nucleofilico os elétrons do Nu sdo alocados no LUMO mais
desenvolvido ao redor do sitio eletrofilico. Desta maneira, 0 Nu se aproxima do centro deficiente
em elétrons em um angulo que minimiza a0 mé&ximo a repulsdo eletronica desestabilizadora no
orbital m acerca do atomo de oxigénio. O angulo de ataque do Nu ao carbono da carbonila é
denominado angulo de Birgi-Dunitz (107°) (Figura 59) e grupos volumosos acerca do sitio de
reacdo dificultam a trajetoria necessaria que o Nu deve percorrer ao ataque nucleofilico (COSTA et
al., 2003).
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*C=0
(aldeido)

Orbital molecular *C=0
antiligante, vazio no (cetona)
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tio- (X = S) ou semicarbazida (X = O)

Figura 59. Ataque nucleofilico aos carbonos da cetona, para os derivados 5°-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-
indolino-2’-ona (151-158), e ao carbono do aldeido, no 4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-5’-
il)benzaldeido (181). Os orbitais moleculares envolvidos na formagdo da nova ligagdo encontram-se destacados em

vermelho

4.4.1. Analise dos dados espectroscopicos e espectrométricos dos derivados 4-(1°-
metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-5*-il)benzaldeido (181), 2-(4-
(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3-indolino]-5 -
il)benzilideno)hidrazinocarbotioamida (184) e da 2-(4-(1’-metil-2’-oxo-
espiro[[1,3]dioxolano-2,3-indolino]-5-il)benzilidenohidrazinocarboxamida
(185)

44.1.1. RMN *H do 4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3-indolino]-5*-
il)benzaldeido (181)

O espectro de RMM *H para o 4-(1°-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-
5’-il)benzaldeido (181) revelou a presenca de hidrogénios metilénicos (H8 e H9) que coincidem e

surgem como um simpleto largo (sl) em 4,37 ppm.

Os hidrogénios do grupo metila (N-CHj3) foram observados como um sl em 3,13 ppm,

enquanto os hidrogénios aromaticos possuiram ressonancia proxima de 7 a 8 ppm.

O pico diagndstico foi observado em 10,04 ppm, pois corresponde ao hidrogénio do
grupo aldeido que possui um deslocamento quimico bastante desblindado devido ao efeito de

anisotropia diamagnetica provocado pelo grupo carbonila (C=0) (Figura 60).
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Figura 60. Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-g) da 4-(N-metil-2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona)-5’-
il)benzaldeido (181)
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44.1.2.

RMN 'H da 2-(4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3 *-indolino]-
5’-il)benzilideno)hidrazinocarbotioamida (184) e da 2-(4-(1’-metil-2’-
oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3-indolino]-5 -

il)benzilidenohidrazinocarboxamida (185)

Os espectros de RMN *H para os derivados tio- (184) e semicarbazona (185) do 4-(1’-

metil-2’-0xo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-5’-il)benzaldeido mostram sinais caracteristicos

do hidrogénio do grupo imina em 11,49 ppm e 10,28 ppm, de modo respectivo (Figura 61A e B).

Ou seja, uma diferenca de 1,21 ppm.

(A)
(d, 2H,J
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Figura 61. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-g) da 2-(4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-

5’-il)benzilideno)hidrazinocarbotioamida (184 — A) e da 2-(4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-

5’-il)benzilidenohidrazinocarboxamida (185 — B)
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Figura 61 (continuag#o). Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-4) da 2-(4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-
2,3’-indolino]-5’-il)benzilideno)hidrazinocarbotioamida (184 — A) e da 2-(4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-
2,3’-indolino]-5’-il)benzilidenohidrazinocarboxamida (185 — B)

O atomo de enxofre tem raio atbmico maior (180 pm) do que o atomo de oxigénio (150

pm), portanto, embora o oxigénio seja mais eletronegativo, o0 atomo de enxofre exerce maior
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influéncia sobre o &tomo de hidrogénio do grupo imina, desblindando-o e deslocando-o para regides
de baixo campo no RMN *H quando em comparac&o ao 4tomo de oxigénio (Figura 62).

H H H

H/'h rll\ /;h ,h\ Q Tamanho do atomo de oxigénio = 152 pm
N H
T )\ E )\ Tamanho do atomo de enxofre = 180 pm
(184) oY ass) Y
RMN *H § 11,49 ppm RMN *H § 10,28 ppm
~
diferenca de 1,21 ppm

Figura 62. Influéncia do volume dos atomos de enxofre e oxigénio sobre o deslocamento quimico do hidrogénio da
imina observada nos espectros de RMN *H dos derivados tio- (184) e semicarbazona (185) do 4-(1’-metil-2’-0xo-

espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-5’-il)benzaldeido

Além disso, no RMN 'H destas substancias, foi possivel observar os hidrogénios das

metilas (C-17), que coincidem e apresentam valores de deslocamento quimico em 3,13 ppm e 3,11
ppm.

Os hidrogénios metilénicos mostraram sinais distintos para a tio- (184) e semicarbazona
(185). No derivado 184, estes hidrogénios coincidiram e apareceram como um multipleto de area
igual a quatro. Ja no derivado 185, apareceram como um dupleto cuja constante de acoplamento foi

igual a 20 Hz.

Assim como observado nos espectros de RMN *H para os derivados tio- (159-166) e
semicarbazonas (167-174) da 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona, 0s
hidrogénios do NH, do grupo carbazona, para esta série, apresentam sinais distintos conforme na

presenca de um atomo de enxofre ou de um oxigénio.

Para a tiossemicarbazona (184), os hidrogénios sdo diasteriotopicos e mostram sinais
em 8,20 ppm e 8,02 ppm do tipo simpleto largo. Para a semicarbazona (185), os hidrogénios do

NH; sdo equivalentes e surgem como um simpleto largo com deslocamento quimico igual a 6,51

ppm.
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4.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN *3C)
4.42.1. RMN C do 4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3-indolino]-5*-
il)benzaldeido (181)

O deslocamento quimico dos carbonos metilénicos [C-8] e [C-9] coincidem e aparecem
em campos mais altos do espectro, em 66,31 ppm. O carbono do grupo metila [C-17] também
aparece em campos mais altos do espectro, cujo valor de deslocamento quimico foi observado em
26,45 ppm (Figura 63).

Os carbonos das carbonilas de aldeido [C-16] e amida [C-2] do 4-(1’-metil-2’-0x0-
espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-5’-il)benzaldeido (181) apresentam-se em 193,15 e 173,11
ppm, respectivamente. A carbonila amidica [C-2] € menos desblindada que uma carbonila de
aldeido devido ao efeito de ressonancia que deslocaliza o par de elétrons entre os atomos de
nitrogénio e oxigénio. Os carbonos aromaticos, neste derivado, mostram-se entre 100 ppm e 150

ppm. Os sinais correspondentes aos carbonos quaternarios encontram-se descritos como Cq.
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Figura 63. Espectro de RMN *C (50 MHz, DMSO-45) do 4-(N-metil-2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona)-5’-
il)benzaldeido (181)
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RMN *3C da 2-(4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3 -indolino]-
5’-il)benzilideno)hidrazinocarbotioamida (184) e da 2-(4-(1’-metil-2’-
oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3-indolino]-5-

il)benzilidenohidrazinocarboxamida (185)

4422,

Os espectros de RMN *3C para os compostos 184 e 185 mostrou que 0s carbonos
relativos aos grupos metilénicos [C-8 e C-9] e metila [C-17] apresentam valores correspondentes a

66,26 ppm e 26,42 ppm, para as duas substancias (Figura 64A e B). Ainda, os carbonos aromaticos

aparecem na faixa de 100 ppm a 150 ppm. O sinal referente a carbonila de amida, para os dois

derivados, foi observado acerca de 173 ppm. Além disso, o carbono ligado ao enxofre [C=S] no

derivado 184 apresentou valor de deslocamento quimico em campo mais baixo, 178 ppm, quando
comparado ao carbono ligado ao oxigénio [C=0] no derivado 185, 157 ppm (Figura 64B).
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Figura 64. Espectros de RMN **C (125 MHz, DMSO-4) da 2-(4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-
indolino]-5’-il)benzilideno)hidrazinocarbotioamida (184 — A) e da 2-(4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-
indolino]-5’-il)benzilidenohidrazinocarboxamida (185 — B)

132



DMSO-4

(185) 17
O
]
N
<
I
|
I
145 143 141 139 137 135 133 131 129 127 125 123
f1 (ppm)
e ©
2 ] N2 X CHZ
T ¢ CH
cq ~8 CH 3
o o
Cq © . 5~ | v 2 Cq 5
N ) < = foe) ~
x ~ VoG nw D e = <
< L0 MeaR[—N®@ — - o M OH |
o — oS —ws T o | o €
h I | Bl - 8
. o |
T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110

100 90
f1 (ppm)

Figura 64 (continuagdo). Espectros de RMN *C (125 MHz, DMSO-g4) da 2-(4-(1’-metil-2’-oxo-
espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-5’-il)benzilideno)hidrazinocarbotioamida (184 — A) e da 2-(4-(1’-metil-2’-oxo0-
espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-5’-il)benzilidenohidrazinocarboxamida (185 — B)

4.4.3. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho para o 4-(N-metil-2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-
indolino-2’-ona)-5’-il)benzaldeido (181) e seus derivados tio- (184) e semicarbazonas (185)
mostram bandas (cm™) muito intensas correspondentes ao estiramento da carbonila amidica [C-2]
entre 1623 a 1687 cm™ (Figura 65A-C). Na Figura 65A, observou-se bandas caracteristicas do
aldeido 181, que apresentou valores préximos a 1725 cm™ devido & conjugagdo com C=C do anel
aromatico. Ainda, a presenca dos picos na regido de estiramento C-H, 2850 e 2759 cm™, confirmam
a presenca do grupo aldeido (Figura 64A) (PAVIA et al., 2015).

Os espectros de infravermelho das substancias 184 (Figura 65B) e 185 (Figura 65C)

apresentaram duas bandas de absorcdo de estiramento simétrico e assimetrico proximo 3400 e 3300
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cm™ referente ao grupo NH, das carbazonas. A auséncia da banda em 2500 a 2600 cm™ (Figura
65B), caracteristica do grupo tiol, revelou que o equilibrio tautomérico entre as espécies [C=S] e
[C-SH], encontra-se deslocado para a forma [C=S]. Normalmente, a presenca do grupo tiocarbonila
também é diagnosticada pela presenca de uma banda forte em 1028-1082 cm™, contudo esta banda
localiza-se em uma regido com diversos outras bandas vibracionais, o que dificulta a sua
confirmacdo (TENORIO et al., 2005).
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Figura 65. Espectro na regido do infravermelho do 4-(N-metil-2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona)-5’-

il)benzaldeido (— 181, A) e seus derivados tio- (— 184, B) e semicarbazona (— 185, C)
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4.4.4. Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EMAR-IES™)

As analises por espectrometria de massas de alta resolucdo da 4-(N-metil-2,5-dioxa-
ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona)-5’-il)benzaldeido (181) e dos seus derivados tio- (184) e
semicarbazona (185) foram realizadas em um espectrometro de massas conforme os parametros

descritos no item 4.1.1.1.5. Os resultados obtidos encontram-se dispostos na Tabela 23.

Tabela 23. Dados da 4-(N-metil-2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona)-5’-il)benzaldeido (181) e dos seus
derivados tio- (184) e semicarbazona (185) e da obtidos por EMAR-IES*

Compostos ~ Formula molecular Calculado  Experimental  Erro (ppm)

181 CisH1eNO," 310,1001 310,1074 2,35
184 CigH19N,05S" 383,1133 383,1172 1,01
185 CioH1gN,O," 367,1362 367,1400 1,03

4.5.  Avaliacdo tripanocida, citotoxicidade e indice de seletividade

A avaliacdo tripanocida foi realizada no Laboratério de Parasitologia Celular e
Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ) pelo pesquisador Dr. Policarpo

Ademar Sales Junior.

A atividade anti-T. cruzi dos compostos obtidos na presente Tese foi avaliada frente as
células L929 infectadas com as formas tripomastigota e amastigota da cepa Tulahlen do T. cruzi e

seguiu 0 modelo proposto por Romanha e colaboradores (ROMANHA et al., 2010).

As células L929 de fibroblastos de camundongos usadas neste método foram escolhidas
porque sdo facilmente cultivaveis, estocadas e infectadas com o parasito. Ja a cepa Tulahlen foi
empregada por ter sido transformada com o gene da bactéria Escherichia coli que expressa a
enzima f-galactosidase, além de ser sensivel ao BZD, farmaco comercialmente disponivel contra a
DC (BUCKNER et al., 1996).

A enzima f-galactosidase presente no T. cruzi recombinante (TTBG) reage
colorimetricamente com o indicador denominado vermelho de clorofenol- f-D-galactopiranosideo

(186). A atividade enzimatica possui relacdo direta ao nimero de parasitas presentes no meio
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intracelular que, desta forma, pode ser quantificado atraves de espectrofotometria com absorbancia
em 570 nm (BUCKNER et al., 1996; JORGE e CASTRO, 2000) (Figura 66).

SO5° RS 1 &\ OH O SOy
) ) ) OH
Enzima f-galactosidase on oJ O O
> HO

OH
OH galactose vermelho de clorofenol
vermelho de clorofenol- (187) (188)
S-D-galactopiranosideo
(186) Absorbancia em 570 nm

NuUmero de parasitas

Figura 66. Esquema reacional da clivagem do substrato vermelho de clorofenol- s-D-galactopiranosideo (186) levando

a formacdo da galactose e vermelho de clorofenol pela a¢do da enzima S-galactosidase (Baseado em DIAS et al., 2009)

Nesta Tese, as substancias sintetizadas foram divididas em dois conjuntos: as moléculas
que compdem a primeira série (série 1) e as moléculas que compdem a segunda série (série Il — vide

resumo grafico).

Os valores de ICs (UM), de citotoxicidade (CCsy, UM), 0 indice de seletividade (IS =
CCs0/ICs0) € 0 LogP (miLogP) para os cetais dioxolanos da série I (141 a 150), encontram-se na
Tabela 24 e mostram que estes compostos, em sua maioria, ndo foram ativos. O benznidazol foi

usado como controle positivo (ICsp = 3,8 UM, CCsp = 2,381 UM, IS = 625).
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Tabela 24. Atividade anti-T. cruzi (ICsq, M), citotoxicidade (CCsy, M) e indice de seletividade (IS) e LogP (miLogP)
para os compostos 141-150 nos fibroblastos L929 infectados com as formas tripomastigota e amastigota do T. cruzi

Composto  ICso (UM)®  CCso (UM)° IS° miLogP?
141 1251+20,3 1995+ 86,4 1,6 1,82
142 1" nd™ nd 0,27
143 | nd nd 1,45
Moléculas 144 I nd nd 2,01
da Série | 145 70,1+£20,1 114,3+539 1,6 2,51
146 > 147,9 nd nd 2,27
147 > 735 73,5 <1 2,28
148 | nd nd 1,71
149 | nd nd 0,43
150 | nd nd 0,54
1f 338 2,381 625 0,78

“ Inativo
“N&o determinado

# Concentragdo do composto necessaria para reduzir 50% do crescimento do T. cruzi nas células L929. Os valores de
ICso (M) foram calculados por interpolacéo linear.

b Concentragdo do composto que induz & morte celular de 50% dos fibroblastos L929.
¢indice de seletividade = CCsy/ICsy.

¢ Os valores de LogP foram obtidos através do Molinspiration Cheminformatics (miLogP, v.2.2, Nova ulica, SK-900
26, Slovensky Grob, Slovak Republic).*®

fBZD.

A literatura oferece um grande nimero de trabalhos que citam a importancia dos grupos
tio- e semicarbazona contra a DC (vide topico 1.1.3.1.1). Desta forma, prosseguimos em nossos
esforcos para a obtencdo de derivados promissores contra o T. cruzi atraves da inser¢do destes

grupos a isatina.

Os derivados tio- (159-166) e semicarbazonas (167-174), bem como 0s Seus precursores
(151-158), foram investigados quanto a sua capacidade de inibir o crescimento do T. cruzi. Os
resultados obtidos para este conjunto de compostos estdo dispostos na Tabela 25. Para fins de
comparacéo, a acdo bioldgica da isatina (83), substancia empregada como material de partida para o

conjunto de substancias da série | também foi investigada.

'8 Disponivel em: < http://www.molinspiration.com/>. Acessado em: 20 de fevereiro de 2017.
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A fim de observar a influéncia dos grupos tio- e semicarbazona no nucleo indélico da

isatina sobre a atividade, também se encontra na Tabela 25 a agdo anti-T. cruzi da isatina-f-

tiossemicarbazona (91) e da isatina-S-semicarbazona (189), substancias ja reportadas na literatura.

Tabela 25. Atividade anti-T. cruzi (1Cso, UM), citotoxicidade (CCsy, HM) e indice de seletividade (IS) e LogP (miLogP)
para os compostos 83, 91, 151-158, 159-166, 167-174 e 189 nos fibroblastos L929 infectados com as formas

tripomastigota e amastigota do T. cruzi

“ Inativo

Composto  1Cso (UM)? CCso (UM)° IS¢ miLogP*
8 9?3;5; 12113 14 0,83
91 177,8+259 2181+157 1,2 1,12
151 172,3 258,5 15 1,88
152 I* nd*x* nd -0,22
153 | nd nd 1,50
154 | nd nd 2,06
155 | nd nd 2,57
156 | nd nd 2,33
Moléculas 157 ' nd nd 2,33
da série | 108 ! nd nd 118
159 | nd nd 2,17
160 | nd nd 0,07
161 38,6+27,6  4558+1519 11,8 1,79
162 83,2+ 18,0 > 1165,6° > 14,0 2,35
163 241472 > 280 >11,6 2,86
164 151,6 £7,5 272,4 18 2,62
165 47,6+7,3 67,7 1,4 2,62
166 85,6 + 30 >611,4 >7 1,47
167 70,7 + 57,3 > 288,1° >4,1 1,63
168 | nd nd -0,47
169 286,3+38,6 4471+ 2082 1,6 1,25
170 157,7 + 62,3 > 611,4° >3,9 1,81
17 55,6 + 24,9 75,3+ 18,6 13 2,31
172 55,1+26,4  74,8+236 14 2,07
173 61 + 34,7 99,3 + 46,2 1,6 2,08
174 | nd nd 0,93
189 > 490 nd nd 0,58

“N&o determinado
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& Concentracdo do composto necessaria para reduzir 50% do crescimento do T. cruzi nas células L929. Os valores de
ICso (M) foram calculados por interpolacéo linear.

> Concentracdo do composto que induz & morte celular de 50% dos fibroblastos L929.
¢Indice de seletividade = CCsy/ICx.

¢ Os valores de LogP foram obtidos através do Molinspiration Cheminformatics (miLogP, v.2.2, Nova ulica, SK-900
26, Slovensky Grob, Slovak Republic).*®

fBZD.
9Baixa solubilidade em DMSO.

Dentre os compostos avaliados na primeira série, 17 foram ativos (141, 145-147, 151,
161-167, 169-173) e quatro mostraram-se moderadamente seletivos (IS > 7) (161, 162, 163 e 166).

O restante apresentou baixo indice de seletividade.

A presenca dos grupos tiossemicarbazona, substancia 91 (ICsp = 177,8 pM), e
semicarbazona, composto 189 (ICsy > 490 uM), no carbono [C-3] da isatina aumentou em 5 e 2
vezes a atividade, de modo respectivo, em comparacdo a observada para 0 83 (ICsp = 994,3 uM),

conforme o observado tambem por Chiyanzu e colaboradores (CHI'YANZU et al., 2003).

As substéncias mais ativas e seletivas foram as tiossemicarbazonas 161, 163, 164 e 165.
De acordo com Pires e colaboradores (PIRES et al., 2013) é recomendavel que um prototipo a
farmaco possua valor de IS pelo menos acima de 10 para que a seguranca do mesmo seja garantida.
Das substancias que respeitam esta caracteristica, encontram-se as 161, 162 e 163. Ja, segundo
Romanha (ROMANHA et al., 2010) um composto promissor contra a DC deve apresentar IS igual
ou superior a 50 (IS > 50), além de possuir efeitos tripanocidas semelhantes ou maiores do que o

medicamento de referéncia, o BZD.

Em geral, as semicarbazonas investigadas apresentaram atividade inferior as observadas
para as correspondentes tiossemicarbazonas. Dentre as semicarbazonas ativas, destacam-se as 171,
172 e 173, que mostram valores de ICso (LM) correspondentes a 55,6, 55,1 e 61, respectivamente.
No entanto, sdo consideradas toxicas, uma vez o IS dessas trés substancias encontra-se em torno de
1,4.

Os derivados hidrolisados (152-158) ndo foram ativos, com excegdo do composto 151
(1Cso = 173,3 pM) que mostrou ser mais ativo do que 83 (ICsp = 994,3 uM), indicando que a

' Disponivel em: < http://www.molinspiration.com/>. Acessado em: 20 de fevereiro de 2017.
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insercdo do cetal dioxolano promoveu um incremento na atividade antichagésica, in vitro, para 0s
compostos 141, 145-147 (Tabela 24).

Analisando as Tabelas 24 e 25, pode-se concluir que a natureza polar ou apolar do
substituinte na posicdo 4 do anel triazolico € importante na modulagdo da atividade anti-T. cruzi,
visto que 0s compostos que possuem grupo polar hidrofilico nesta posicdo, tais como o
hidroximetilo (142, 152, 160, 168), 1-hidrociclohexilo (150), acetato de metilo (148) e 2-
hidroxipropilo (148) foram inativos. Enquanto que os que continham uma cadeia apolar alquilica
saturada, com excecdo dos 143 e 144, mostraram atividade. Estes resultados sugerem que a
lipofilicidade, provavelmente, desempenha um papel importante na atividade, influenciando na

capacidade do composto de atravessar a membrana celular.

A atividade dos compostos da série 1l também foi avaliada quanto a sua capacidade
inibir o crescimento do T. cruzi. Os resultados obtidos para este conjunto de compostos estdo
dispostos na Tabela 26. Para fins de comparacdo, a acdo biolégica do cetal da N-metil-5-iodo-
isatina (179), substancia empregada como material de partida para o conjunto de substancias da

série 1l também foi investigada.

A troca do anel triazélico pelo grupo fenila, além da mudanca de posicdo do grupo
tiossemicarbazona, foi de extrema importancia para 0 aumento da atividade antichagésica,
conforme pode ser observado para o composto 184 (Tabela 26), que apresentou ICsy 9,6 UM,
préximo do farmaco de referéncia. Este composto também se destaca pelo excelente indice de

seletividade (1S = 109), o que o torna um candidato promissor para futuros ensaios in vivo.

Ja a semicarbazona 185 foi pouco ativa e pouco seletiva, inclusive com atividade
inferior aos seus precursores 179 e 181. De maneira geral, estes resultados confirmam duas
observac0es feitas também para a série I: as tiossemicarbazonas e a presenca do anel fenil ou triazol
na posicao 5 do anel aromatico sédo fundamentais para a obtencdo de um melhor perfil antichagéasico

em moléculas derivadas da isatina.
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Tabela 26. Atividade anti-T. cruzi (1Cso, UM), citotoxicidade (CCsy, HM) e indice de seletividade (IS) e LogP (miLogP)
para 0s compostos 179, 181, 184 e 185 nos fibroblastos L929 infectados com as formas tripomastigota e amastigota do

T. cruzi

Composto  1Csq (UM)? CCso (UM)° IS miLogP*

179 329,0+8,7 > 980 >3 2,08

181 2290+1,8 > 647 >1,3 2,58
Moléculas

184 9,6+23 >1046,8 109 2,73
da série |1

185 378,3+32,8 >1092,4 >29 2,19

1¢ 38 2,381 625 0,78

& Concentracdo do composto necessaria para reduzir 50% do crescimento do T. cruzi nas células L929. Os valores de
ICso (M) foram calculados por interpolacéo linear.

b Concentracdo do composto que induz & morte celular de 50% dos fibroblastos L929.
¢indice de seletividade = CCsy/ICsy.

¢ Os valores de LogP foram obtidos através do Molinspiration Cheminformatics (miLogP, v.2.2, Nova ulica, SK-900
26, Slovensky Grob, Slovak Republic).

*BZD.

% Disponivel em: < http://www.molinspiration.com/>. Acessado em: 20 de fevereiro de 2017.
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Para que se tenha uma visao geral dos valores de 1Csy das substancias ativas das series |

e Il, a Figura 67 ilustra um gréafico de barras comparativo.
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Atividade bioldgica dos compostos ativos

1000 frente ao T. cruzi
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Figura 67. Gréafico que mostra a atividade antichagasica (in vitro) das substancias obtidas na Tese

Considerando que o carater lipofilico das susbstancias avaliadas é um fator que modula
a atividade, um grafico (ICso versus miLogP) foi gerado, considerando todos os compostos da serie

I e 11, e revelou que de fato existe uma tendéncia da participacéo da lipofilicidade, haja vista que o

142



valor de R? foi de 0,6145. Contudo, este parametro ndo é o Unico determinante para a expressdo da
acdo antichagésica neste conjunto (Figura 68).

Atividade bioldgica (1Cs, LM) versus
miLogP

1000 - n

R2=0,6145

800 +

600+

400 «

2004

Figura 68. Gréfico que mostra a relacdo entre os valores de 1Cs, (UM) das substancias versus a natureza lipofilica
(miLogP)

O caréter lipofilico de uma substancia pode ser mensurado experimentalmente através
do coeficiente de particdo 1-octanol/agua P expresso como um logaritimo na base 10 (LogP). Para
a predicdo dos valores de LogP deste trabalho foi utilizado o programa Molinspiration
Cheminformatics (MiLogP, v 2.2., Molinspiration Cheminformatics, Nova ulica, SK-900 26,
Slovensky Grob, Republica Eslovaca) (http://www.molinspiration.com/).

4.6. Eletroquimica

4.6.1. Voltametria ciclica

Os estudos voltamétricos foram realizados no Laboratorio de Eletroguimica e
Eletroanalitica do Instituto de Quimica da UFRJ coordenado pela profé. Dr*. Eliane D’Elia com o

auxilio do mestrando José Guilherme Aquino Rodrigues.

Como mencionado na introducdo desta Tese (vide item 1.1.3), 0 benznidazol atua por
inducéo de espécies reativas do oxigénio (O, OH, O,%, H,0,) inibindo desta forma a TCcNTR,
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enzima vital ao T. cruzi (MORENO et al., 1982; TEMPERTON et al., 1998; MAYA et al., 2003 e
2007).

A literatura dispGe de uma série de exemplos nos quais correlacionam o processo redox
de compostos organicos a sua acdo anti-T. cruzi (MATES et al., 2003; TONIN et al., 2011;
ARAVENA et al., 2011; TORRES et al., 2013; ARCE et al., 2017).

Por exemplo, estudos biolégicos conduzidos por Porcal e colaboradores (PORCAL et
al., 2008) mostraram que os derivados benzofuroxano contendo os grupos iso-tiossemicarbazona e
tiossemicarbazona (190, 191 e 192 — Figura 69) foram ativos contra a forma epimastigota da cepa
Tulahten do T. cruzi. Neste estudo, ambos os grupos N-6xido e o hidroxila foram identificados

como os responsaveis pela formacao de radicais livres.

(o)
N N
T
/0
S =N

(190)
ICSO = 8,9 MM

HO NH

o
N
= \N)J\S /lj/
H o]
(191) =N

ICsy = 6,8 pM

HO NH
o
\OVN\NJ\O /V
H 0
192) SN

BZD (1) ICsy="7,4 pM

Nifurtimox (2) IC5y=7,7 pM

Figura 69. N-6xidos (190, 191 e 192) ativos contra a forma epimastigota do T. cruzi e responsaveis pela formacédo de

espécies reativas do oxigénio

A voltametria ciclica (VC) foi empregada, neste trabalho, para o estudo do
comportamento redox das tio- (91, 159, 161-164 e 166) e semicarbazonas (189, 167, 169-172 e
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174), visto que esta informacdo pode fornecer indicios sobre o seu mecanismo de acdo
antichagésico.

A VC também fornece, de forma répida, informacfes sobre a termodinamica de
processos redox de compostos organicos, bem como informagfes acerca da cinética de reacdes
heterogéneas de transferéncia de elétrons e das reagGes quimicas acopladas a processos adsortivos
(BRETT e OLIVEIRA-BRETT, 1988; WANG, 2000).

A VC é uma técnica eletroanalitica de interface que consiste na aplicagdo de um sinal de
excitacdo de potencial variavel sobre uma célula eletroquimica com trés eletrodos: um eletrodo de
trabalho, no qual ocorre a eletrdlise investigada; um eletrodo de referéncia e um contra-eletrodo
(Figura 70) (BRETT e OLIVEIRA-BRETT, 1988; SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2006;
PACHECO et al., 2013).

Contra-eletrodo
(fio de platina, Pt)

Eletrodo de trabalho

(carbono vitreo) Eletrodo de referéncia

(Ag/AgCI, KCI 3 M)

Célula eletroquimica
contendo o eletrdlito de
suporte (TBAP 0,2 M)

Figura 70. Célula eletroquimica empregada para a analise voltamétrica

A célula eletroquimica é operada na presenca de uma corrente elétrica oriunda de um
potencial aplicado sobre o eletrodo de trabalho. Desta forma, as informacbes sobre a natureza
eletroquimica da substancia em analise sdo obtidas através da medi¢do da magnitude da corrente
elétrica (SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2006; PACHECO et al., 2013).

Os sinais de excitagdo usados na VC sd&o denominados varredura linear, pulso

diferencial, onda quadrada ou triangular. A varredura linear triangular € o tipo de sinal em que o
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potencial é repetido ciclicamente em uma faixa de valores pré-determinados, aumentando
primeiramente de forma linear até o maximo e, em seguida, diminuindo com o mesmo valor de
inclinacdo até o valor de origem (Figura 71A). O voltamograma ciclico é originado quando a
amostra € submetida ao sinal de excitagdo ciclica com o potencial (Figura 71B) (BRETT e
OLIVEIRA-BRETT, 1988; SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2006).

(A) (B)

a. Reversivel
TR b. Quase reversivel

c. lrreversivel

tempo
Exz (ouEy e 0

06 0

Figura 71. (A) Sinal de excitacdo em voltametria ciclica e (B) voltamograma ciclico hipotético para uma transferéncia
eletronica reversivel, quase reversivel e irreversivel (SILVA, 1998)

O voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo redox que o analito sofre no
eletrodo e pode ser considerado reversivel, irreversivel ou quase reversivel (GONZALEZ e
STRADIOTTO, 1982; SILVA, 1998).

No caso de uma reacdo reversivel, os produtos que tiverem sido gerados no sentido
direto e, se localizam ainda préximos a superficie do eletrodo, serdo oxidados, gerando um pico
simétrico ao pico da reducdo. Ou seja, 0 processo reversivel ocorre quando a reacao de transferéncia
de carga torna-se tdo rapida que o eletrodo se encontra sempre em equilibrio quimico. Deste modo,
0 transporte de matéria é, entdo, a etapa determinante do processo global da reacdo eletroquimica.
Ja um comportamento irreversivel é observado quando uma ou mais reacdes de transferéncia de
carga determinam a velocidade do processo global (GONZALEZ e STRADIOTTO, 1982; SILVA,
1998).

Entre o processo voltamétrico reversivel e irreversivel, existe o denominado quase
reversivel no qual o transporte de matéria e a reacdo de transferéncia de carga apresentam
velocidades comparaveis (GONZALEZ e STRADIOTTO, 1982; SILVA, 1998).
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Os voltamogramas ciclicos das tio- (91, 159, 161-164 e 166) e semicarbazonas (189,

167, 169-172 e 174) foram obtidos (Figura 72) a temperatura ambiente em metanol contendo 0,2 M

do eletrélito-suporte, perclorato de tetrabutilaménio (TBAP), na faixa de - 1,5 a 1,5 mV vs.

Ag/AGCIICI (3 M).
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Figura 72. Voltamogramas ciclicos obtidos em N, usando como eletrélito de suporte uma solugdo de (==) 0,2 M
perclorato de tetrabutilamonio (TBAP) e 2x10™ M das tio- (91, 159, 161-164 e 166) e semicarbazonas (189, 167, 169-
172 e 174), primeiro scan (—) e segundo scan (—), v = 100 mVs *
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172 e 174) primeiro scan (—) e segundo scan (—), v = 100 mVs* (continuag&o)

Todas as substancias apresentaram ao menos um pico irreversivel na regido anodica,
provavelmente devido ao processo oxidativo em [C=N-]. O comportamento redox de derivados da
isatina vem sendo explorado pelo grupo de pesquisa da professora Oliveira-Brett (DICULESCU et
al., 2006; OLIVEIRA et al., 2013; FERNANDES et al., 2016) e revela que o processo de oxidacao

pode envolver um elétron e um proton para produzir um radical livre na primeira etapa, em seguida,
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um carbocétion pode ser formado através da oxidacdo do radical livre (Esquema 18). Nesta classe
de compostos, estas duas etapas podem ocorrer em potenciais muito proximos, resultando, na
maioria dos casos, apenas um anico pico anddico. A oxidacdo do anel triazolico pode ocorrer em
valores de potenciais superiores a faixa de potencial investigada no presente trabalho (LOKESH,
SATPATI e SHERIGARA, 2010).

\}/NH2
N/NH

Primeira etapa N chunda etapa

X
X
R >/NH2 R >/NH2
N>§\ N%N N>§\ H;CO N=—N

N - MeOH N~
o —> (o)

N
H

Iz

X =S (tiossemicarbazona) ou O (semicarbazona)

Esquema 18. Proposta mecanistica para a oxidagéo das tio- (91, 159, 161-164 e 166) e semicarbazonas (189, 167, 169-
172 e 174) (Baseado em OLIVEIRA et al., 2013).

A ordem de facilidade com a qual este conjunto de substancias sofreu oxidacdo pode
estar vinculada com o substituinte presente na porcdo triazolica, de modo que, por ordem
decrescente, 169 (Epa1 = + 0,556 V) foi mais facilmente oxidado do que 171 (Epai;=+ 0,650V), 159
(Epa=+ 0,683V), 170 (Epa=+ 0,852V), 163 (Epa=t+ 0,913V), 162 (Epa=+ 0,917), 172 (Epa=+
1,04V), 161 (Epa=+ 1,11V), 164 (Epa=+ 1.19V), 167 (Epar=+ 1,26V), 166 (Epa=+ 1,29V), 189
(Epa=+ 1,30V), 91 (Epa=+ 1,33V) e 174 (Epa=+ 1,35V). No entanto, vale ressaltar que a corrente de
pico observada para o composto 162 foi quatro vezes superior a observada para 170.

O processo catodico revelou ser independente do processo anddico e a ordem de
facilidade para o processo de reducdo ficou estabelecida da seguinte forma: 169 (E,c= -0,604V),
163 (Epc= -0,611V), 161 (Epc= -0,850V), 164 (Epc= -0,794V), 170 (Epc= -0,860V), 174 (Epc= -
0,938V), 159 (Epc= -0,955V) ~ 162 (Epc= -0,955V), 167 (Epc= -0,988V), 91 (E,c= -1,04V), 171
(Epc=-1,05V) and 189 (Epc=-1,11V).
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Apenas a substancia 166 e 172 ndo apresentaram pico na regido catodica. O pico
catodico pode estar relacionado a reducdo da porgdo [C=N]. A reducgdo da por¢do N=N do triazol
ocorre em potenciais mais negativos do que — 1,5 V vs. Ag/AgCI/CI" com nenhum pico de reducéo
na varredura reversa. O aumento da corrente catddica observado em aproximadamente -1,4 V/-1,5

V vs. Ag/AgCI/CI" é provavelmente devido a redugéo do grupo triazélico.

Em geral, a presenca do nucleo 1,2,3-triazélico favoreceu os processos de oxidacdo e
reducdo quando comparados aos observados para a isatina-f-tiossemicarbazona (91) e para a

isatina-f-semicarbazona (189).

A fim de averiguar se a acdo anti-T. cruzi e o comportamento eletroquimico das
moléculas investigadas estavam intimamente vinculados, trés graficos foram gerados: no primeiro,
correlacionou-se apenas os potenciais de oxidagdo que se encontravam na faixa de + 0,556 V a +
0,852 V com os seus correspondentes valores de ICso (LM) (Grafico 1); em seguida, correlacionou-
se 0s potenciais de oxidacdo cujos valores encontravam-se entre + 0,852 V e + 1,35 V (Gréfico 2) e,

por fim, os potenciais de reducéo (Grafico 3 — Figura 73). Nenhuma correlacdo foi observada.
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Figura 73. Correlacéo entre os valores de ICs, (UM) e 0 comportamento de oxirredugdo observados para as
tiossemicarbazonas (91, 159, 161-164 e 166) e das semicarbazonas (189, 167, 169-172 e 174) 152



4.7.  Modelagem molecular

Os resultados obtidos nos ensaios eletroquimicos mostram que ndo ha
correlacdo entre o comportamento redox e a atividade inibitoria, (in vitro), das tio- e
semicarbazonas, sugerindo que estas substancias ndo atuam pela formacéo de radicais
livres como é proposto para algumas substancias com agdo antichagasica. Sendo assim,
decidiu-se investigar se o perfil de atividade das tio- e semicarbazonas preparadas neste
trabalho esta relacionado a interagdes com enzimas do T. cruzi (GREENBAUM et al.,
2004; FUJI et al., 2005; CARDOSO et al., 2014; SCOTTI et al., 2016).

Neste contexto, os estudos de docagem (docking) molecular foram
realizados em dois alvos biologicos do T. cruzi, as enzimas cruzaina (CRZ) e
fosfodiesterase C (TcrPDEC), em razdo dos fragmentos isatina, 1,2,3-triazol, tio- e
semicarbazona serem descritos como grupos farmacofdricos para esses alvos
(CHIYANZU et al.,, 2003; MAREDDY et al., 2013; FERNICOLA et al., 2015;
LIPEEVA et al., 2015; NAGARSENKAR et al., 2016).

Os estudos de docagem molecular foram realizados no Laboratério de
Modelagem Molecular (LabMMol) do Instituto de Quimica da UFRJ pela Profé. Dr?

Magaly Girdo Albuquerque e pelo Prof. Dr. Camilo Henrique da Silva Lima.

Antes da docagem das carbazonas nas enzimas CRZ e TcrPDEC, fez-se a
validacdo do procedimento de redocagem (redocking) que avalia a habilidade do
protocolo a ser empregado na docagem em predizer o modo de ligacdo (i.e., a
conformacao e a orientacdo) do ligante na proteina observado nos complexos da 4KLB
(cruzaina) (WIGGERS et al., 2013) e da 394 (fosfodiesterase C) (WANG et al., 2012),
ambos obtidos por experimentos de cristalizacdo e difragéo.

A Figura 74 mostra a sobreposi¢cdo das poses das estruturas dos ligantes
1RV (Figura 74A) e WYQ (Figura 74B) obtidas por redocagem nos sitios ativos das
enzimas cruzaina (PDB ID: 4KLB) e fosfodiesterase C (PDB ID: 3V94),
respectivamente, com as correspondentes estruturas desses ligantes co-cristalizados
nessas proteinas. Os valores de desvio médio quadratico das posi¢des atdbmicas (Root
Mean Square Deviation, RMSD) calculados foram de 0,68 A e 1,67 A para os ligantes
1RV e WYQ, respectivamente.
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(A) RMSD = 0,68 A (B) RMSD = 1,67 A

Figura 74. SobreposicGes das estruturas dos ligantes 1RV (A) e WYQ (B) obtidas por redocagem
(atomos de carbono em cor amarela) com as respectivas estruturas co-cristalizadas (atomos de carbono
em cor branca) nos complexos 4KLB (ligante 1RV) e 3V94 (ligante WYQ). As estruturas dos ligantes
estdo representadas em modelo bastdo, os &tomos de oxigénio, nitrogénio e enxofre estdo coloridos em
vermelho, azul e laranja, respectivamente, e os ions de zinco e magnésio estdo representados como

esferas coloridas em roxo e verde, respectivamente

O valor de RMSD da sobreposicdo entre duas estruturas avalia o grau de
semelhanca estrutural, assim, quanto menor é o valor de RMSD, maior é a semelhanca.
Em estudos de docagem, valores de RMSD inferiores a 2,0 A sdo considerados
satisfatorios, indicando que os algoritmos e 0s parametros utilizados s@o confidveis para
a obtencdo das poses (KONTOYIANNI et al., 2004).

Em seguida, a docagem molecular foi feita apenas para as
tiossemicarbazonas com IS superior a 7 (161, 162, 163 e 166) e para as semicarbazonas
correspondentes (169, 170, 171 e 174) com ambas as proteinas (cruzaina e
fosfodiesterase C) do T. cruzi. Somente o isdmero Z das tio- e semicarbazonas foi

considerado para este tipo de anélise.

A Tabela 27 resume os valores de energia de ligacdo obtidos para as
melhores poses obtidas por docagem referente ao cluster (i.e., agrupamento de poses
com valores de RMSD < 0,5 A) mais populoso.

154



Tabela 27. Valores de energia obtidos através do docking (E, kcal/mol) entre as tio- (161, 162, 163 e 166)
e semicarbazonas (169, 170, 171 e 174) e a cruzaina (CRZ, PDB ID: 4KLB), bem como para a
fosfodiesterase C (TcrPDEC, PDB ID: 3V94), usando o software AutoDock (v.4.2)

Ligante-CRZ Ligante-TcrPDEC
Composto E Composto E Composto E Composto E
161 -5,40 169 -5,97 161 -7,47 169 -9,12
162 -5,36 170 -5,64 162 -7,90 170 -9,19
163 -5,18 171 -5,65 163 -8,31 171 -9,43
166 -5,75 174 -6,95 166 -7,75 174 -9,29

Em todos os casos (Tabela 27), as diferencas de energia entre as correspondentes
tio- e semicarbazonas, considerando o0 mesmo sistema, sdo menores do que 1,7
Kcal/mol. Esta diferenca ndo é significativa, o que era esperado, visto que a Unica
diferencga estrutural entre estas duas séries de substancias é a troca de um atomo de

enxofre (tiossemicarbazonas) por oxigénio (semicarbazonas).

De qualquer modo, em ambos 0s sistemas, as semicarbazonas possuem melhores
valores de energia de ligacdo (valores mais baixos) do que as tiossemicarbazonas. No
entanto, as diferencas de energia entre os sistemas CRZ/TcrPDEC para 0 mesmo
composto, em todos os casos, foram > 2,0 kcal/mol, indicando que o sistema TcrPDEC

forneceu melhores valores de energia de ligacéo.

Segundo os dados observados na Tabela 27, as semicarbazonas s&o teoricamente
melhores ligantes para a TcrPDEC e, portanto, deveriam ter maior atividade contrao T.
cruzi do que as tiossemicarbazonas. A aparente contradicdo entre os resultados tedricos
(docagem ligante-enzima) e experimentais (ensaio in vitro com o T. cruzi) ndo deve ser
supervalorizada, pois o método de docagem ndo leva em consideracdo eventos
farmacocinéticos, como a permeabilidade das substancias através da membrana celular
do parasito, mas somente a interacdo ligante-proteina que €& um evento
farmacodindmico. Desta forma, os resultados de docagem devem ser futuramente

confrontados com os resultados dos ensaios experimentais com a enzima TcrPDEC.

O sitio ativo da CRZ contém os residuos de aminoacidos da triade catalitica, i.e.,
cisteina-25 (Cys25), histidina-162 (His162) e asparagina-182 (Asn182), e da “cavidade
do oxianion”, i.e., glutamina-19 (GIn19) (esta regido é assim denominada porque o

grupo carbonila do substrato peptidico, apds sofrer um ataque nucleofilico, é
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transformado em um intermediario tetraédrico que contém um grupo oxianion que
interage via ligagéo hidrogénio nessa cavidade). A inspec¢éo visual das melhores poses
obtidas (Tabela 27) mostra que todos os compostos exibiram o0 mesmo modo de ligagéo
potencial no sitio ativo da CRZ, com o anel 1,2,3-triazol e o seu substituinte na posicao
4 préximos da Cys25, enquanto que 0 grupo tio- ou semicarbazona estd orientado na
direcdo da carbonila da cadeia principal da leucina-160 (Leul60) e da amida da cadeia
lateral da GIn159. Na Figura 75A, este modo de ligagdo preferencial estd exemplificado
pela pose do composto 171 sobreposta a estrutura experimental do inibidor 1RV no sitio
ativo da CRZ, cujo anel 1,2,4-triazol esta orientado na direcdo do carboxilato da cadeia

lateral do &cido aspartico-60 (Asp60).

O sitio catalitico da TcrPDEC contém dois cations metalicos divalentes, os ions
Zn(ll) (tetracoordenado aos residuos His372, His409, Asp410 e Asp521) e Mg(ll)
(coordenado ao residuo Asp410). A analise visual das melhores poses obtidas revela
dois modos de ligacdo potenciais distintos no sitio ativo da TcrPDEC. No primeiro, 0s
compostos 166, 169, 170, 171 e 174 interagem com o Mg(ll) através dos &tomos de
enxofre ou oxigénio dos grupos tio- ou semicarbazona, enquanto que no segundo modo
de ligacdo, 0 grupo tiossemicarbazona de 161, 162 e 163 estd orientado em direcdo
oposta e, portanto, distante do Mg(ll). A Figura 75B mostra a pose preferencial adotada
por 171 no sitio ativo da TcrPDEC, exemplificando o primeiro modo de ligacdo, onde é
possivel observar a interacdo do atomo de oxigénio do grupo semicarbazona com o ion
Mg(Il). Ainda nesta Figura 75B, a pose de 171 esta sobreposta a estrutura do inibidor
WYQ que ndo interage com o ion Mg(ll), nem seu grupo sulfonilcarbamato que mesmo
estando orientado na diregio do Mg(ll) ainda assim esté distante cerca de 5,5 A.
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(B)

Figura 75. Sobreposi¢do entre as poses de 171 obtidas pelo programa AutoDock e as estruturas co-
cristalizadas dos inibidores 1RV (A) e WYQ (B) nos complexos 4KLB (cruzaina) e 3V94
(fosfodiesterase C), respectivamente. Os &tomos de hidrogénios apolares foram omitidos para melhor
visualizagdo. As estruturas dos ligantes e das proteinas estdo representadas em modelo bastdo. Codigo de
cores dos atomos: carbono (azul claro, inibidores 1RV e WYQ); verde, semicarbazona 171); hidrogénio
polar (branco); oxigénio (vermelho); nitrogénio (azul escuro); enxofre (laranja); zinco e magnésio

(esferas em purpura e vermelho, respectivamente)
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, 34 substancias foram obtidas através de métodos simples e
com o emprego de reagentes de baixo custo. Dentre estes compostos, 27 (151 — 174,
181, 184 e 185) sdo inéditos.

Todos os compostos foram obtidos em rendimentos satisfatorios e tiveram
sua estrutura confirmada através de métodos espectroscopicos e espectrométricos, como
EMAR-ESI(+), IV, RMN 'H e RMN =C.

Experimentos de NOESY, COSY *H-'H, HMQC e HMBC auxiliaram na

confirmacdo da estrutura da tiossemicarbazona 163 e da semicarbazona 171.

Foi observado que os cetais de isatinas sdo resistentes a hidrélise, mesmo
em condicBes reacionais muito &cidas e que esta reacdo possui forte influéncia do
substituinte presente no anel aromatico. Contudo, o produto de hidrolise desses cetais
foi obtido em menor tempo de reacdo na presenca de calixarenos [4] e [6], 0 que mostra

que estas moléculas sdo eficientes catalisadores para esta reagao.

Dados de RMN 'H e RMN *C revelaram que a reacdo de sintese de
carbazonas oriundas de isatinas é estereosseletiva na presenca de tiossemicarbazidas.
Uma mistura de isdbmeros foi obtida quando a semicarbazida foi empregada como
material de partida.

Menores valores de energia foram obtidos, através de célculos tedricos no
programa Spartan, para a formacdo do diasteroisbmero Z das tio- e semicarbazonas da

série I.

Todos os compostos sintetizados neste trabalho foram investigados quanto
as suas propriedades frente a células L929 infectadas com o Trypanosoma cruzi.

As substancias mais ativas foram as tiossemicarbazonas 161, 162, 163, 165,
166 e 184. O composto 184 foi 0 mais promissor da série, mostrando ICsp igual a 9,6
MM (CCsp > 1046,8 uM e IS = 109), ou seja, valores proximos aos observados ao
benznidazol (ICsp = 3,8 UM, CCs > 2,381 uM e IS > 625).
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Os ensaios voltamétricos realizados para as tiossemicarbazonas (91, 159,
161-164 e 166) e das semicarbazonas (189, 167, 169-172 e 174) revelaram que ndo ha
relagdo entre o comportamento redox desta classe de substancia com a acgéo tripanocida.

De acordo com os resultados obtidos na docagem molecular, as
semicarbazonas (169, 170, 171 e 174) foram melhores ligantes do que as
tiossemicarbazonas (161, 162, 163 e 166) para duas importantes enzimas ao ciclo de
vida do T. cruzi, a cruzaina e a fosfodiesterase C. Estes resultados foram contraditorios
aos observados in vitro, no entanto, requerem estudos aprofundados visto que o método

de docagem ndo considera parametros farmacocinéticos.

Este trabalho possui grande relevancia cientifica e social, visto que a doenca
de Chagas ndo possui cura e poucos sdo 0s grupos de pesquisa que se dedicam a busca
de novos compostos contra esta doenga.
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6. PERSPECTIVAS

Este trabalho gerou as seguintes perspectivas:

> Investigacdo do uso de calixarenos como catalisadores em reacdo de hidrélise de
cetais dioxolanos da isatina com diferentes substituintes para publicagdo em
periodico indexado. Este estudo j& estda em andamento com o auxilio do
estudante de iniciacdo cientifica Lucas Barros Barbosa.

> Publicacdo dos resultados referentes a sintese, ensaios eletroquimicos e
bioldgicos das tio- (159, 161-164 e 166) e semicarbazonas (167, 169-172 e 174)
e docagem molecular. O artigo encontra-se em fase de finalizacdo e sera

submetido ao Bioorganic Medicinal Chemistry.

> Ampliacdo da série que levou ao composto mais ativo (184), a partir da
obtencdo e avaliacdo antichagéasica das tiazolidinas (em azul) e a oxazolidina
(em vermelho). A obtencdo de tiazolidinas a partir dos derivados triazélicos

também pode conduzir a compostos mais ativos:
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R>\\ >/NH > N j‘N/NH N—n
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” '71/\/
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> Investigacdo de outras atividades, como leishmanicida em colaboracdo com a
professora Elvira Saraiva do Departamento de Microbiologia Médica do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CCS/UFRJ).

160




7. MATERIAIS E METODOS, E DADOS ESPECTROSCOPICOS

7.1. Reagentes e solventes

A Tabela 28 mostra os reagentes e solventes empregados na Tese. Todos 0s

solventes foram usados sem tratamento prévio.

Tabela 28. Reagentes e solventes usados na Tese

Fornecedor Reagentes e Solventes

Vetec® etilenoglicol, acido sulfarico (H,SO,), acido acético (AcOH), acido cloridrico
(HCI), &cido nitrico (HNOs), cloreto de potassio (KCI), iodato de potéssio (KI)

Sigma-Aldrich® isatina, acido p-toluenassulfonico (p-TsOH), nitrito de sodio (NaNO,), azida de
sodio (NaNs), terc-butanol (t-BuOH), sulfato de cobre(ll) penta-hidratado
(CuS04.5H,0), ascorbato de sodio (AscNa), nitrato de potéssio (KNQ3), carvdo
suportado em paladio 10%, acido trifluoroacético (TFA), hidreto de célcio
(CaHy), &cido 4-fenil-benzeno-bordnico, dicloro bis(trifenilfosfina) paladio(ll)
(PdCI,(PPhs),) e alquinos terminais

Tédia® acetato de etila (AcOEt), tolueno, etanol, metanol, dimetilformamida (DMF) e
hexano

7.2.  Métodos cromatograficos

As colunas cromatograficas foram feitas através de silica-gel flash
Silicycle® (230-400 mesh) e pressdo com um compressor. As analises por cromatografia
em camada fina (CCD) foram realizadas em placas de cromatofolhas de aluminio com
silica-gel 60 Fas4 (Silicycle®) como adsorvente. A visualizagdo dos derivados da isatina

na placa foi feita utilizando-se lampada de ultravioleta.
7.3.  Métodos espectroscopicos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e
de carbono (RMN *3C) foram realizados em aparelho Bruker, modelo DRX-200,
operando a 500 MHz, 300 MHz ou 200 MHz para os n(cleos de ‘H e 125 MHz, 75
MHz, ou 50 MHz para os de *C. O dimetil-sulféxido deuterado (DMSO-g) OU O
cloroférmio deuterado (CDCI3) foram usados como solventes. O ndcleo de hidrogénio
residual do dimetil-sulfoxido deuterado ou do cloroférmio deuterado foi utilizado como

referencial interno. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por
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milhdo (ppm) e os valores das constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas
relativas dos sinais de hidrogénio foram obtidas por integracdo eletronica e a
multiplicidade das bandas de absorcéo foi indicada segundo a convencao: simpleto (S);
simpleto largo (sl); dupleto (d); duplo dupleto (dd); tripleto (t); quinteto (quint), sexteto
(sext) ou multipleto (m). A abreviacéao q foi utilizada para descrever atomos de carbono
quaternario nos espectros de RMN “*C. As fids adquiridas foram editadas com programa
MestReNova® versdo cortesia de demonstracéo 9.0.2 (© 2014 Mestrelab Research S. L.,

Santiago de Compostela, Espanha).

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um aparelho Nicolet
Magna IR 760, com pastilhas comprimidas de brometo de potassio (KBr) anidro. Os

valores de absorcao foram expressos em niimeros de onda (cm™).

As massas exatas dos derivados inddlicos foram obtidas em um aparelho
Quadrupolo-Tempo-de-v6o (Q-TOF — Micromass, Manchester, U.K.) conforme os
seguintes parametros: o gas de nebulizacdo foi ajustado para 500 L/h a 140 °C, o gés de
cone estabelecido para 50 L/h e a temperatura da fonte ajustada para 100 °C. A tenséo
capilar foi ajustada para 4500 V e a tenséo do cone ajustada entre 10 e 30 V. A taxa de
aquisicdo do QTOF foi ajustada para 1,0 s, com um retardo entre varreduras de 0,4 s e
os dados processados no software MassLynx 4,0 (Waters, Manchester, REINO
UNIDO). Os analitos foram adquiridos utilizando o LockSpray e &cido fosforico (0,1%
em acetonitrilo/dgua 1:1) como padrdo interno para garantir a precisdo da massa. As
solugdes de amostra (0,5 mg/mL) foram preparadas em acetonitrila com adigéo de 20
uL de acido formico. As analises foram realizadas por infus@o direta usando uma bomba

de seringa com uma razdo de fluxo de 5,0 puL/min.

As analises por CG para a hidrdlise dos cetais de isatina foi feita em
cromatografo a gas modelo Hewlett Packard — 5890 com detector de ionizacdo em
chama (DIC) com diviséo de fluxo na razdo 1:20, coluna capilar DB-1 (30 m X 0,25
mm X 0,25 pum) (J&M, Scientific) empregando como gés de arraste hidrogénio com
fluxo constante de 1 mL min™. A temperatura inicial foi de 100 °C, seguida por taxa de
aquecimento de 12 °C min™ até 220 °C com tempo total de corrida de 15 minutos. A
temperatura do detector e injetor foi de 280 °C. O volume de injecdo foi 1,0 pL. O indol

foi usado com padré&o interno.
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As analises por CG-EM para a hidrolise do cetal dioxolano da isatina
catalisada pelos calixarenos foram feitas em cromatégrafo a gés acoplado a
espectrometro de massas (QP 2010 Ultra, Shimadzu) com detector de ionizagdo em
chama (DIC) com divisdo de fluxo na razdo 1:20, coluna capilar DB-1 (30 m X 0,25
mm X 0,25 um) (J&M, Scientific) empregando como gas de arraste hidrogénio com
fluxo constante de 1 mL min™. A temperatura inicial foi de 50 °C, seguida por taxa de
aguecimento de 15 °C min™ até 290 °C com tempo total de corrida de 24 minutos. A
temperatura do detector e injetor foi de 280 °C. O volume de injecédo foi 1,0 uL. O indol

foi usado com padré&o interno.

As temperaturas de fusdo (P.F.) dos produtos foram determinadas em
aparelno Mel-Temp, utilizando capilares de vidro, e os seus valores ndo foram

corrigidos.

7.4.  Procedimentos e caracterizagdes

7.4.1. Preparo da 5-nitro-isatina (86)

A um Erlenmeyer com 10 mL de &cido sulfarico concentrado, mantido sob
agitacdo magnética, foi adicionado lentamente 3,3 g (20 mmol) da isonitrosoacetanilida.
Apbs a solucdo adquirir coloracdo parpura, o Erlenmeyer foi imerso em banho de gelo
(temperatura controlada entre 0 e 3 °C), e a este gotejou-se, durante 1 h, uma solucéo de
1,9 g (19 mmol) de KNO3 em 19 mL de &cido sulfdrico. A mistura foi vertida sobre
gelo picado e o precipitado amarelo formado foi filtrado a pressao reduzida, em funil de
Buchner, e lavado exaustivamente com &gua gelada. A 5-nitro-isatina foi obtida em
74% de rendimento (SILVA et al., 2010).

Caracterizacdo da 5-nitro-isatina (86)

RMN 'H (CDClz + DMSO-g, 200 MHz) & 11,66 (s, 1H,

ON. G . NH), 8,37 (dd, J = 2 Hz e 8 Hz, 1H, H6), 8,20 (d, J = 2
TN Hz, 1H, H4), 7,08 (d, J = 8 Hz, 1H, H7); RMN *C
86 (CDCl; + DMSO-g, 50 MHz) § 180,99 (Cq), 157,96

(Cq), 153,77 (Cq), 141,34 (Cq), 131,54 (CH), 118,34
(CH), 115,99 (Cq), 111,17 (CH); P.F.: 249-251 °C, lit.(CALVERY et al., 1925) 254-

255 °C, cor: amarela.
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7.4.2. Preparo do 5’-nitro-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-
ona) (138)

Uma mistura da 5-nitro-isatina (1,3 g; 6,8 mmol), etilenoglicol (6 mL; 108
mmol), p-TsOH (0,1 g; 0,58 mmol) e tolueno (15 mL) foi mantida sob refluxo em baldo
de fundo redondo, conectado a um aparato Dean-Stark. O progresso da reagdo foi
acompanhado por cromatografia em camada delgada (CCD). Apds 6 horas, foi feita
uma extracao liquido-liquido com acetato de etila e agua, a fase organica foi seca com
sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente evaporado a pressdo reduzida. O 5’-nitro-
espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2°-ona) foi obtido em 67% de rendimento
(RIBEIRO et al., 2007).

Caracterizacdo do 5’-nitro-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (138)

. RMN *H (CDCl; + DMSO-gs, 200 MHz) 5 10,71 (sl, 1H,

o ¢ %l NH), 8,12 (dd, J = 2 e 10 Hz, 1H, H6), 8,06 (d, J = 2 Hz,
P 1H, H4), 6,88 (d, J = 10 Hz, 1H, H7), 4,47-4,22 (m, 2H,
" H8 e HI): RMN 3C (CDCl; + DMSO-g, 50 MHz) &

174,47 (Cq), 148,65 (Cq), 142,45 (Cq), 127,50 (CH),
124,75 (Cq), 120,24 (CH), 110,12 (CH), 100,50 (Cq), 65,29 (CH,), cor: bege.

7.4.3. Preparo do 5’-amino-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-
2’-o0na) (139)

Em frasco de vidro apropriado, foi adicionado 40 mL de acetato de etila,
0,09 g de carvéo suportado em paladio 10% e 0,5 g (2 mmol) do 5’-nitro-espiro(2,5-
dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (136). O frasco foi devidamente condicionado
ao hidrogenador do tipo Parr a 35 psi. Apos 1 h, o meio de reacdo foi filtrado e o
solvente evaporado a pressdo reduzida (SILVA et al, 2013). O 5’-amino-espiro(2,5-
dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) foi obtido em 87% de rendimento.

Caracterizacdo do 5’-amino- espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona)
(139)
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- RMN *H (DMSO-g, 200 MHz) & 9,97 (s, 1H, NH); 7,09—

9
L OTO 7,02 (m, 2H, H4 e H6); 6,65 (d, J = 8 Hz, 1H, H7); 4,85 (sl,
6 N 2 2H, NH,) 4,50-4,00 (m, 2H, H8 e H9); RMN *C (DMSO-
"3 P @6, 50 MHz) & 174,78 (Cq); 144,93 (Cq); 132,59 (Cq);

125,76 (Cq); 116,52 (CH); 112,06 (CH); 111,30 (CH);
102,81 (Cq); 65,80 (CHy), cor: bege.

7.4.4. Preparo do 5’-azido-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-
2’-ona) (140)

Uma solucgdo contendo 1,9 g (27,5 mmol) de nitrito de sodio dissolvido em
50 mL de &gua destilada foi preparada e vertida em outra solucdo contendo 4,0 g (19,4
mmol) do 5’-amino-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (139) em 21
mL de acido cloridrico 6 M. Apds 30 minutos mantendo o meio de reacdo a 0-5 °C, foi
adicionada uma solucédo de azida de sddio (5,1 g) em 103 mL de agua destilada, gota a
gota. Depois de 1 h de agitacdo, a mistura foi neutralizada com solucdo saturada de
bicarbonato de sédio e o precipitado formado foi filtrado a pressdo reduzida, em funil de
Buchner (SILVA et al., 2013). O 5’-azido-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-

2’-ona) foi obtido em 70% de rendimento.

Caracterizacdo do 5°-azido-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2-ona) (140)

: EMAR-ESI(+): [M+Na]™ Encontrado 255,0493, C1oHsN,NaO;".
. o@: Requerido 255,0489; RMN *H (DMSO-¢, 200 MHz) & 10,52 (s,
*3 o 1H, NH); 7,11-7,07 (m, 2H, H4 e H6); 6,87 (d, J = 8 Hz, 1H,
6 N
. il H7), 4,38-4,23 (m, 4H, H8 e H9); RMN **C (DMSO-g, 50
140

MHz) & 174,73 (Cq); 140,47 (Cq); 134,42 (Cq); 127,07 (Cq);

122,73 (CH); 116,65 (CH); 112,32 (CH); 101,97 (Cq); 66,19 (CH,), cor: verde claro.

7.4.5. Procedimento geral para a obtengio dos derivados 5°-(4-alquil/aril-
1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-
2’-o0na) (141-150)

Método 1: Uma mistura contendo 2,64 mmol (0,61 g) da 5’-azido-espiro(2,5-dioxa-
ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (140), 3,17 mmol do alquino, 0,19 mmol (0,047 g)
de CuS0,.5H,0, excesso de AscNa (0,42 mmol, 0,07 g), 0,87 mmol (30 mol.% baseado

165



em 140) de acido acético e uma igual quantidade de terc-butanol e agua (2,24 mL) foi
adicionada a um bal&o de fundo redondo envolto com papel aluminio. O meio de reacdo
foi mantido sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 24 h.

Apos o consumo do material de partida verificado por CCD, foi realizada
uma extracao liquido-liquido com acetato de etila e 4gua. A fase orgénica foi seca com
sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente removido sob pressédo reduzida (SILVA et
al., 2013).

Método 2: Um baldo de fundo redondo contendo 2,64 mmol (0,61 g) da 5’-azido-
espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (140), 3,17 mmol do alquino, 0,19
mmol (0,047 g) de CuS0O,4.5H,0, excesso de AscNa (0,42 mmol, 0,07g), 0,87 mmol (30
mol.% baseado em 140) de &cido acético e uma igual quantidade de terc-butanol e dgua
(2,24 mL) foi encoberto com papel aluminio e mantido sob onda ultrassénica por 5
minutos a temperatura ambiente em ultrassom Branson 1510 Ultrasonic Cleaner. Apds
este periodo, foi realizada uma extracdo liquido-liquido com acetato de etila e agua. A
fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente removido sob
pressdo reduzida (SILVA et al., 2016).

Os rendimentos para os derivados triazdlicos obtidos nos dois métodos se

encontram dispostos na Esquema 6 (vide item 4.1).

Caracterizacdo dos derivados 5°-(-4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-
ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) (141-150)

w_ . EMAR-ESI(+):  [M+H]"  Encontrado:  335,1134;
11 o . CigH1sN4O5™ calculado 335,1139; [Vyms (KBr)fem™:
N 0/3\4)9 3291,1736, 1637, 1508, 1470, 1292, 1213, 1077, 762, 553
v e e 507; RMN 'H (DMSO-g, 400 MHz) & 10,80 (sl, 1H,
T NH): 9,25 (sl, 1H, H10); 7,95-7,93 (m, 4H); 7,51-7,47

(m, 2H); 7,37 (t, J = 8 Hz, 1H); 7,08 (d, J = 8 Hz, 1H,
H7); 4,42-4,32 (m, 4H, H8 e H9); RMN *C (DMSO-¢, 100 MHz) & 174,77 (Cq);
147,62 (Cq); 143,41 (Cq); 132,40 (Cq); 130,72 (Cq); 129,43 (CH); 128,60 (CH); 126,50
(Cq); 125,73 (CH); 124,26 (Cq); 120,11 (CH); 117,82 (CH); 111,98 (CH); 111,95 (CH);
101,77 (Cq); 66,23 (CH,); P.F.: 231-232 °C, cor: branca.
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W EMAR-ESI(+): [M+H]" Encontrado:  289,0936;
Ho}%m \ 08%‘9 Ci1sH13N4O,™ calculado: 289,0931; IVymsx. (KBr)lem™:
\\N/N5\©f3§:o 3443, 3143, 2968, 1727, 1635, 1508, 1473, 1289, 1149,

6 714;N\H ’ 994, 844 e 547; RMN *H (DMSO-g, 400 MHz) 6 10,74

(s, 1H, NH); 8,64 (s, 1H, H10); 7,89-7,87 (m, 2H, H4 e
H6); 7,02 (d, J = 8 Hz, 1H, H7); 5,34 (t, J = 8 Hz, OH); 4,61 (d, J = 8 Hz, 2H, H12);
4,39-4,30 (m, 4H, H8 e H9); RMN C (DMSO-4, 100 MHz) & 174,72 (Cq); 149.41
(Cq); 143,13 (Cq); 132,52 (Cq); 126,67 (Cq); 124,03 (CH); 121,43 (CH); 117,74 (CH);
111,84 (CH); 101,74 (Cq); 66,23 (CHy); 55,40 (CH,); P.F.: 222-224 °C, cor: amarelo

claro.
W EMAR-ESI(+): [M+H]™ Encontrado  301,1289;
B osﬁe CisH17N4Os™ calculado 301,1295; IVymsx. (KBr)/cm™:
N, 4
\N/NCf‘g:o 3315, 3076, 2960, 1748, 1633, 1507, 1223, 1081, 947,
6 N
N ’ 838 e 545; RMN H (DMSO-¢, 400 MHz) & 10,73 (sl,

1H, NH); 8,52 (s, 1H, H10); 7,86-7,84 (m, 2H, H4 e
H6); 7,02 (d, J = 12 Hz, 1H, H7); 4,39-4,30 (m, 4H, H8 e H9); 2,66 (t, J = 8 Hz, 2H,
H12); 1,67 (sext, J = 8 Hz, 2H, H13); 0,94 (t, J = 8 Hz, 3H, H14); RMN *C (DMSO-¢,
100 MHz) & 174.74 (Cq); 148,30 (Cq); 143,02 (Cq); 132,62 (Cq); 126,55 (Cq); 123,91
(CH); 120,61 (CH); 117,60 (CH); 111,83 (CH); 101,77 (Cq); 66,22 (CHy); 27,50 (CH,);
22,51 (CHy); 14,07 (CH3); P.F.: 182-184 °C, cor: amarelo claro.

s EMAR-ESI(+):[M+H]" Encontrado: 315,1455;
» 12110 = CisH1sN4Os" calculado 315,1452; Vymsx (KBr)iem™:
NN e ° 3316, 2927, 1751, 1633, 1506, 1221, 1091, 1034, 947 e
YN 838; RMN *H (DMSO-g, 400 MHz) &; 10,72 (s, 1H,

e NH): 8,53 (s, 1H, H10); 7,86-7,84 (m, 2H, H4 e H6);

6,99 (d, J = 8 Hz, 1H, H7); 4,37-4,28 (m, 4H, H8 e H9); 2,68 (t, J = 8 Hz, 2H, H12);
1,63 (quint, J = 8 Hz, 2H, H13); 1,36 (sext, J = 8Hz, 2H, H14); 0,91 (t, J = 8 Hz, 3H,
H15); RMN *C (DMSO-¢s, 100 MHz) & 174,74 (Cq); 143,00 (Cq); 132,63 (Cq); 126,55
(Cq); 123,89 (CH); 120,63 (CH); 117,57 (CH); 111,83 (CH); 109,99 (Cq); 101,76 (Cq);
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66,21 (CH.); 31,32 (CHy); 25,13 (CH,): 22,11 (CH,); 14,15 (CHs); P.F.: 126-128 °C,

cor: bege.
16
15 14
12
13 1 8 0
10
N . o]
N | 3.0
N~ 5
o
6 N 2
7 1H

EMAR-ESI(+):[M+H]* 329,1615;
C17H21N4O5" calculado 329,1608; IV,msx. (KBr)/em™:
3336, 3111, 2952, 1747, 1632, 1505, 1282, 944, 751 e
546; RMN 'H (DMSO-¢, 400 MHz) & 10,74 (sl, 1H,
NH); 8,50 (s, 1H, H10); 7,85-7,83 (m, 2H, H4 e H6);
7,02 (d, J = 8 Hz, 1H, H7); 4,38-4,29 (m, 4H, H8 e HY);

Encontrado

2,66 (t, J = 8 Hz, 2H, H12); 1,64 (quint, J = 8Hz, 2H, H13); 1,32-1,31 (m, 4H, H14 e
H15); 0,86 (t, J = 4 Hz, 3H, H16); RMN **C (DMSO-¢, 100 MHz) & 174,77 (Cq);
148,51 (Cq); 143,00 (Cq); 132.61 (Cq); 126,57 (Cq); 123,92 (CH); 120,52 (CH); 117,58
(CH); 111,87 (CH); 101,77 (Cq); 66,23 (CH,); 31,22 (CH,); 28,88 (CH,); 25,39 (CH,);
22,31 (CH,); 14,31(CHs); P.F.: 111-113 °C, cor: bege.

EMAR-ESI(+):  [M+H]" 339,1447;
CisH1sN4O3™ calculado 339,1452; IVyma (KBr)fem™:
3197, 3163, 2935, 1742, 1628, 1505, 1277, 1056, 954,
777 e 728; RMN 'H (DMSO-g, 400 MHz) & 10,75 (sl,
1H, NH); 8,73 (s, 1H, H10); 7,89-7,87 (m, 2H, H4, H6);
7,03 (d, J = 8 Hz, 1H, H7); 6,51 (sl, 1H, H11); 4,40-4,30
(m, 4H, H8 e H9); 2,38 (m, 2H); 2,17 (m, 2H); 1,66 (m,

Encontrado

4H); RMN °C (DMSO-g, 100 MHz) & 174,74 (Cq); 149,33 (Cq); 143,13 (Cq); 132,51
(Cq); 127,60 (Cq); 126,53 (Cq); 124,69 (CH); 123,92 (CH); 118.44 (CH): 117,56 (CH);
111,86 (CH); 101,79 (Cq); 66,21 (CH,); 26,24 (CH,); 25,16 (CH,); 22,44 (CH,); 22,29
(CHy); P.F.: 227-229 °C, cor: amarela-claro.

EMAR-ESI(+):[M+H]* 341,1602;
Ci1sH2N4O3™ calculado 341,1608; IVyma (KBr)fem™:
3313, 3148, 2924, 1755, 1630, 1267, 1218, 1063, 996,
825, 726 e 550; RMN *H (DMSO-4s, 400 MHz) § 10,71
(s, 1H, NH); 8,50 (s, 1H, H10); 7,86-7,84 (m, 2H, H4 e
H6); 7,01 (d, J = 8 Hz, 1H, H7); 4,39-4,30 (m, 4H, H8 e
H9): 2,72 (quint., 1H, H12); 2,02-2,00 (m, 2H); 1.91

Encontrado

(sl, 3H); 1,77-1,74 (m, 3H); 1,48-1,36 (m, 4H); RMN **C (DMSO-¢, 100 MHz) 5
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174,74 (Cq); 172,47 (Cq); 153,64 (Cq); 142,98 (Cq); 132,66 (Cq); 126,55 (Cq);
123,85(CH); 119,39 (CH); 117,56 (CH); 111,83 (CH); 109,99; 101.77; 66,21(CH,):;
35,04 (CH); 32,87 (CH,); 25,96 (CH,); 25,96 (CH,); 21,48 (CH,); P.F.: 179-181 °C,

cor: verde-musgo.

EMAR-ESI(+): [M+H]" Encontrado  331.1026;

1“1\3(0 . CisHisN4Os™ calculado 331,1037; IVymax (KBr)cm™:
03%10 4 osﬁe 3154, 2899, 1748, 1632, 1507, 1217, 1038, 998, 730 e
RN 2 °0 543 RMN *H (DMSO-g, 400 MHz) & 10,74 (s, 1H,
PN NH): 8,79 (s, 1H, H10); 7,88-7,86 (m, 2H, H4 e H6);

148 7.03 (d, J = 8 Hz, 1H, H7); 5,20 (s, 2H, H12); 4,39-4,31

(m, 4H, H8 e H9); 2,06 (s, 3H, H14); RMN **C (DMSO-¢, 100 MHz) & 174.72 (Cq);
170,53 (Cq); 143,45 (Cq); 143,43 (Cq); 132,26 (Cq); 126,66 (Cq); 124,39 (CH); 123,36
(CH); 118,62 (CH); 111,87 (CH); 101,73 (Cq); 66,25 (CH2); 57,40 (CHy); 21,05 (CH3);
P.F.: 171-174 °C, cor: bege.

EMAR-ESI(+): [M+H]" Encontrado 317,1238;
1312 OH C1s5H17N404™ calculado 317,1244; IV ymax (KBr)/cm'l:
8
147%10 \ oﬁf 3461,2979, 1727, 1631, 1508, 1286, 1158, 1080, 837,
N

WSRO | 723 € 554; RMN 'H (DMSO-=5, 400 MHZ) § 10,74
o 1N\H 2 (sl, 1H, NH); 8,56 (s, 1H, H10); 7,90-7,88 (m, 2H,

149

H4 e H6); 7,02 (d, J = 12 Hz, 1H, H7); 5,23 (sl, 1H,
OH); 4,39-4,30 (m, 4H, H8 e H9); 1,53 (s, 6H, H13 e H14); RMN **C (DMSO-¢, 100
MHz) & 174,73 (Cq); 157,16 (Cq), 143,01(Cq); 132,60 (Cq); 132,60 (CH); 126,67 (Cq);
119,30 (CH); 117,64 (CH); 111,84 (CH); 101,75 (CH); 67,39 (Cq); 66,24 (CH,); 30,97
(CHy); P.F.: 131-133 °C, cor: bege.

5 EMAR-ESI(+): [M+H]" Encontrado 357,1561;
16 i C18H21N4O4™ calculado 357,1557; IVyms. (KBr)/cm™:
T M, Bﬁg 3268, 3104, 2931, 1754, 1632, 1498, 1279, 970, 896 €
VL N s ° | 605 RMN 'H (DMSO-g, 400 MHz) § 10,72 (sl, 1H,
TN NH); 8,58 (s, 1H, H10); 7,90-7,88 (m, 2H, H4 e H6);

150 7,01 (d, J = 12 Hz, 1H, HT7); 4,97 (s, 1H, OH), 4,39~
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4,30 (m, 4H, H8 e H9); 4,05-4,00 (quart, J = 8 Hz, 2H), 1,98-1,91 (m, 4H), 1,79-1,68
(m, 4H), 1,17 (t, J = 8 Hz, 2H); RMN **C (DMSO-g, 100 MHz) § 174,74 (Cq); 156,98
(Cq); 143,00 (Cq); 132,63 (Cq); 126,67 (Cq), 123,86 (CH); 119,79 (CH); 119,77 (CH),
117,59 (CH); 111,83 (CH); 101,77 (Cq); 68,37 (CHy); 66,25 (CH,); 25,68 (CH,); 22,18
(CHy); 21,19 (CHy); 14,52 (CHy); P.F.: 187-188 °C, cor: bege.

7.4.6. Hidrolise dos derivados 5’-(-4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3°’-indolino-2’-ona) (151-158)

Uma quantidade correspondente a 0,32 mmol de um dos derivados 5’-(-4-
alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona) foi
adicionada vagarosamente em 1,3 mL (16 mmol) de acido trifluoroacético (TFA). A
reacao ocorreu em refluxo por periodo igual a 24 h. Em seguida, a mistura reacional foi
neutralizada com solucdo saturada de bicarbonato de sodio até a formacdo de um

precipitado.

Os derivados 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona
foram obtidos apds filtracdo em funil de Biichner e os seus rendimentos se encontram

dispostos no Esquema 8 (item 4.2).

EMAR-ESI(+): [M+Na]"™ Encontrado  313,0697;
Ci6H10N4NaO,"™ calculado 313,0696; 1V ymax. (KBr)/cm'l:
3447, 3143, 1741, 1627, 1504, 1208, 1180, 764, 709;
RMN 'H (DMSO-¢, 200 MHz) & 11,35 (sl, 1H, NH); 9,31
(s, 1H, H-Ar); 8,17 (dd, J =2 e 8 Hz, 1H, H-Ar); 8,03 (d, J
= 2 Hz, 1H, H-Ar); 7,92 (d, J = 8 Hz, 2H, H-Ar); 7,53-
7,34 (m, 3H, H-Ar); 7,14 (d, J = 8 Hz, 1H, H-Ar); RMN *C (DMSO-g, 50 MHz)
183,68 (Cq); 159,46 (Cq); 150,35 (Cq); 147,28 (Cq); 131,93 (Cq); 130,17 (Cq); 129,44
(CH); 128,99 (CH); 128,24 (CH); 125,29 (CH); 119,67 (CH); 118,47 (Cq); 116,13
(CH); 113,24 (CH); P.F.: 254-255 °C, cor: vermelha.

EMAR-ESI(+): [M+Na]™ Encontrado  267,0493;
Ho—, CuHsNsNaOs" calculado 267,0489; IVymax, (KBr)fem'™:

— 8 o

4
N\\N/N 5 2
o 170
1
6 N

H
" 152




3239, 3127, 1743, 1624, 1500, 1214, 1041, 830, 647; RMN *H (DMSO-¢, 200 MHz) &
11,26 (s, 1H, NH); 8,69 (s, 1H, H-Ar); 8,10 (dd, J = 2 Hz e 8 Hz, 1H, H-Ar); 7,97 (d, J
=2 Hz, 1H, H-Ar); 7,08 (d, J = 8 Hz, 1H, H-Ar); 4,59 (s, 2H, CH,); RMN *C (DMSO-
g6, 50 MHz) & 184,23 (Cq); 160,02 (Cqg); 150,74 (Cq); 149,65 (Cq); 132,67 (Cq); 130,05
(CH); 121,64 (CH); 119,03 (Cq); 116,72 (CH); 113,72 (CH); 55,50 (CH,); P.F.: 280-
281 °C; cor: laranja-escuro.

N\ o EMAR-ESI(+):  [M+Na]™ Encontrado  279,0845;
’ N:\N" e 0 Ci13H12NsNaO," calculado 279,0852; IVymax. (KBr)/lcm™:
N Ofé}o 3142, 2931, 1743, 1627, 1503, 1198, 1032, 840, 652;
T RMN H (DMSO-g, 200 MHz) 3 11,10 (s, 1H, NH): 8,42

(s, 1H, H=Ar); 7,93 (d, J = 8Hz, 1H, H-Ar); 7,79 (s, 1H,

H-Ar); 6,92 (d, J = 8Hz, 1H, H-Ar); 2,50 (t, J = 8Hz, 2H, CHy); 1,51 (quart., J = 8Hz,
2H, CH,); 0,79 (t, J = 8Hz, 3H, CHs); RMN *C (DMSO-g, 50 MHz) & 184,28 (Cq);
160,02 (Cq); 150,60 (Cq); 148,55 (Cq); 132,76 (Cq); 129,81 (CH); 120,74 (CH); 119,00
(Cq); 116,48 (CH); 113,71 (CH); 27,63 (CH,); 22,57 (CH,); 14,19 (CHs); P.F.: 281-283

°C; cor: laranja.

EMAR-ESI(+): [M+Na]™ Encontrado 295,1193;

ST CuHuNyNaO,"™  calculado 2951190,  IVymax
! N"\Ns .o (KBr)fem™: 3238, 2930, 1749, 1627, 1506, 1320,
L C[%:o 1312, 1044, 846, 468; RMN ‘H (DMSO-g, 200
T MHz) 3 11,28 (sl, 1H, NH): 8,62 (s, 1H, H-Ar): 8,12

154 (dd, J = 2Hz e 8Hz, 1H, H-Ar); 7,99 (s, 1H, H-Ar);

7,10 (d, J = 8Hz, 1H, H-Ar); 2,71 (t, J = 8Hz, 2H, CH,); 1,67 (q, J = 8Hz, 2H, CH,);
1,39 (sextet., J = 8Hz, 2H, CH,); 0,95 (t, 3H, CH3); RMN *C (DMSO-g, 50 MHz) &
184,28 (Cq); 160,02 (Cq); 150,59 (Cq); 148,71 (Cq); 132,76 (Cq); 129,79 (CH); 120,68
(CH); 119,00 (Cq); 116,47 (CH); 113,70 (CH); 31,39 (CH,); 25,24 (CH,); 22,23 (CHy);
14,26 (CHj3); P.F.: 281-282 °C; cor: laranja.

EMAR-ESI(+): [M+Na]™ Encontrado 307,1170;
1312 CisHisNsNaO,™  calculado  307,1165;  1Vymax.
2 (KBr)/cm'l: 3127, 1745, 1628, 1509, 1222, 1043,

N 4
\\N/N 5 2
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847, 461; RMN *H (DMSO-gs, 200 MHz) 11,29 (sl, 1H, NH); 8,62 (s, 1H, H-Ar); 8,12
(d, J = 8Hz, 1H, H-Ar); 7,99 (s, 1H, H-Ar); 7,11 (d, J = 8Hz, 1H, H-Ar); 2,70 (t, J = 8
Hz, 2H, CH,); 1,69 (sl, 2H, CH,); 1,35 (sl, 4H, CH,); 0,91 (sl, 3H, CHs); RMN *C
(DMSO-¢, 50 MHz) & 184,29 (Cq); 160,02 (Cq); 150,59 (Cq); 148,75 (Cq); 132,76
(Cq); 129,79 (CH); 120,67 (CH); 119,01 (Cq); 116,47 (CH); 113,71 (CH); 31,36 (CHy);
28,95 (CHy); 25,54 (CH,); 22,45 (CHy); 14,43 (CHg); P.F.: 153-155 °C; cor: laranja.

EMAR-ESI(+): [M+Na]" Encontrado 317,1009;
CisH1aN4O,Na™  calculado,  317,1008;  IVymax.
(KBr)/em™: 3531, 3137, 1735, 1633, 1504 1226,
1035, 767, 646; RMN *H (DMSO-4s, 200 MHz) 11,22
(sl, 1H, NH); 8,72 (sl, 1H, H8); 8,05 (d, J = 8Hz, 1H,
H6); 7,91 (sl, 1H, H-Ar); 7,02 (d, J = 8Hz, 1H, H-Ar);
6,45 (sl, 1H, H-Ar); 2,32 (sl, 2H, CH,); 2,12 (sl, 2H, CH,); 1,64-1,62 (m, 4H, CH,);
RMN *C (DMSO-¢5, 50 MHz) 184,23 (Cq); 159,97 (Cq); 150,59 (Cq); 149,51 (Cq);
132,58 (Cq); 129,67 (CH); 127,63 (Cq); 124,92 (CH); 118,94 (Cqg); 118,51 (CH);
116,37 (CH), 111,66 (CH); 26,28 (CH,); 25,25 (CHy); 22,50 (CH,); 22,35 (CH,); P.F.:
247-248 °C; cor: laranja.

EMAR-ESI(+): [M+Na]" Encontrado 319,1175;
CigHisNsNaO,™  calculado  319,1165: IVymax.
(KBr)/lem™: 3289, 2852, 1747, 1625, 1508, 1309,
1203, 1050, 847, 466; RMN *H (DMSO-¢, 500 MHz)
d 11,22 (sl, 1H, NH); 8,56 (s, 1H, H-Ar); 8,07 (d, J =
10Hz, 1H, H-Ar); 7,93 (s, 1H, H-Ar); 7,04 (d, J =

10Hz, 1H, H-Ar); 2,69 (t, J = 10Hz, 1H, CH), 1,99-1,95 (m, 2H, CH,), 1,74-1,64 (m,
3H, CHy), 1,37 (sext, J = 10Hz, 4H, CH,), 1,22-1,19 (m, 1H, CH); RMN **C (DMSO-,
125 MHz) & 184,27 (Cq); 160,01 (Cq); 153,84 (Cq); 150,50 (Cq); 132,74 (Cq); 129,68
(Cq); 119,57 (CH); 118,99 (CH); 116,40 (CH); 113,65 (CH); 39,54 (CH,); 35,11 (CH);
32,91 (CHy); 26,17 (CHy); 26,04 (CHy); P.F.: 195-196 °C; cor: laranja.

EMAR-ESI(+): [2M+H]" Encontrado 509,1682;
" C6H21NgO, " calculado 509,1680: 1Vymax (KBr)/cm'l:

NG s 3434, 2929, 1745, 1625, 1500, 1201, 1049, 831, 462;
N \(:E(/ZZO
6 N !
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RMN *H (DMSO-g, 200 MHz) & 11,37 (sl, 1H, NH); 8,92 (s, 1H, H-Ar); 8,10 (d, J =
8Hz, 1H, H-Ar); 7,97 (d, J = 2Hz, 1H, H-Ar), 7,10 (d, J = 8Hz, 1H, H-Ar); 5,73 (sl, 1H,
CH,); 5,12 (sl, 1H, CH,); 2,10 (s, 3H, CH3); RMN *C (DMSO-gs, 50 MHz) & 184,29
(Cq); 160,02 (Cq); 150,83 (Cq); 148,95 (Cq); 133,88 (CH); 132,50 (CH); 129,89 (Ca);
120,14 (CH); 118,95 (Cq); 116,57 (CH); 113,79 (CH); 112,98 (CHy); 20,80 (CHs); P.F.:
237-239 °C; cor: marrom.

7.4.7. Preparo dos derivados tio- (159-166) e semicarbazonas (167-174) da 5°-
(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)- 1,3 ’-indolino-2’-ona

Método 1: Em um baldo de fundo redondo, uma mistura contendo 0,7 mL de MeOH,
0,13 mmol de cloridrato de tio- (0,017 g) ou semicarbazida (0,014 g) e igual quantidade
molar do derivado 5’-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona  foi
mantida em refluxo e agitacdo magnética por 4 h. As tio- e semicarbazonas foram

obtidas apds remoc¢do do MeOH em rotaevaporador.

Método 2: Em um vial de micro-ondas G10, 0,13 mmol de cloridrato de tio- (0,017 g)
ou semicarbazida (0,014 g) e igual quantidade molar do derivado 5’-(4-alquil/aril-1H-
1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolino-2’-ona foram solubilizadas em 0,7 mL de MeOH e
submetidas a irradiacdo por micro-ondas a 120 °C por 10 minutos em um reator
Monowave 300 (Anton Paar). Ap6s o consumo do material de partida, verificado por
CCD, o meio contendo o produto foi transferido para um balao de fundo redondo com o
auxilio de um funil para liquidos e o solvente removido em evaporador rotatorio. Os

rendimentos das moléculas (159-174) se encontram descritos na secdo 4.2, Tabela 14.

EMAR-ESI(+): [M+H]" Encontrado 364,0975;
C17H14N,0S™ calculado 364,0936; 1Vymax. (KBr)/cm’
1. 3388, 3322, 1716, 1699, 1596, 1488, 1299, 1207,
1124, 1052, 858, 763, 557, 441; RMN *H (DMSO-gs,
500 MHz) & 12,39 (sl, 1H, NH); 11,48 (sl, 1H, NH);
9,22 (sl, 1H, H-Ar); 9,17 (sl, 1H, NH); 8,89 (s, 1H,
NH); 8,29 (d, J = 5 Hz, 1H, H-Ar); 7,95 (d, 2H, J =
10Hz, H-Ar); 7,86 (dd, J = 5Hz e 10Hz, 1H, H-Ar); 7,50 (t, J = 5 Hz, 2H, H-Ar); 7,39
(t, J = 10 Hz, 1H, H-Ar); 7,14 (d, J = 5 Hz, 1H, H-Ar); RMN **C (DMSO-gs, 125 MHz)
8 179,37 (Caq); 163,27 (Cq); 147,77 (Cq); 142,77 (Cq); 132,47 (Cq); 131,64 (Ca);
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130,80 (Cq); 129,55 (CH); 128,78 (CH); 125,86 (CH); 123,55 (CH); 121,90 (Cq);
120,24 (CH); 114,05 (CH); 112,28 (CH); P.F.: 252 °C; cor: amarela.

EMAR-ESI(+): [M+Na]™ Encontrado 340,0586;
C12H11N7Na0,S™ 340,0587;  IVymax.
(KBr)/lem™: 3411, 3253, 2973, 2684, 1685, 1612,
1598, 1496, 1214, 1135, 1049, 854, 767, 601, 414;
RMN *H (DMSO-g, 500 MHz) & 12,31 (sl, 1H, NH);

calculado

11,37 (sl, 1H, NH); 9,11 (sl, 1H, NH); 8,81 (sl, 1H,
NH): 8,51 (s, 1H, H-Ar); 8,20 (d, J = 5 Hz, 1H, H-Ar); 7,77 (dd, J = 5 Hz e 10 Hz, 1H,
H-Ar); 7,04 (d, J = 10 Hz, 1H, H-Ar); 4,58 (s, 2H, CH,); RMN **C (DMSO-g, 125
MHz) § 179,34 (Cq); 163,23 (Cq); 149,65 (Cq); 142,55 (Cq); 132,57 (Cq); 131,65 (Cq);
123,28 (CH); 121,85 (Cq); 121,40 (CH); 113,81 (CH); 112,21 (CH); 55,52 (CH,); P.F.
234-236 °C; cor: amarela.

> EMAR-ESI(+): [M+Na]™ Encontrado 352,0945;
11 “;\ 8 }\ENHZ CisH1sN7NaOS™ 352,0956;  IVymax.
N Ns 72 (KBr)/cm™: 3419, 3143, 1689, 1608, 1492, 1205,
m° 1132, 1124, 854, 769, 505; RMN *H (DMSO-g, 200

Tt MHz) & 12,35 (sl, 1H, NH); 11,40 (sl, 1H, NH); 9,12

(sl, 1H, NH); 8,83 (sl, 1H, NH); 8,42 (s, 1H, H-Ar);

8,19 (d, J = 2 Hz, 1H, H-Ar); 7,76 (dd, J = 2 Hz e 6 Hz, 1H, H-Ar); 7,06 (d, J = 6 Hz,
1H, H-Ar); 2,66 (t, J = 10 Hz, 2H, CH,); 1,66 (sext., J = 6 Hz, 2H, CH,); 0,94 (t, J = 6
Hz, 3H, CHs3); RMN *C (DMSO-g, 50 MHz) & 178,80 (Cq); 162,63 (Cq); 147,86 (Cq);
141,85 (Cq); 132,11 (Cq); 131,07 (Cq); 122,70 (CH); 121,20 (Cq); 120,05 (CH); 113,20
(CH); 111,00 (CH); 27,00 (CH,); 22,05 (CH,); 13,57 (CHs); P.F.: 235-236 °C; cor:

amarela.

calculado

EMAR-ESI(+): [M+Na]™ Encontrado 366,1096;
B 10 S\rm«z C1sH17N7NaOS™ 366,1107;  IVymax
3 (KBr)/cm™: 3419, 3143, 1689, 1608, 1133, 1124,
854, 507; RMN 'H (DMSO-46, 500 MHz) 6 12,36
; H (sl, 1H, NH): 11,42 (sl, 1H, NH); 9,14 (sl, 1H, NH):
8,85 (sl, 1H, NH); 8,45 (s, 1H, H-Ar); 8,21 (d, J =5
Hz, 1H, H-Ar); 7,78 (dd, J = 5 Hz e 10 Hz, 1H, H-Ar), 7,08 (d, J = 10 Hz, 1H, H-Ar);

calculado
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2,71 (t, 3 = 10 Hz, 2H, CHy); 1,65 (quint, J = 5 Hz, 2H, CH,); 1,37 (sext., J = 10 Hz,
2H, CH,); 0,93 (t, J = 10 Hz, 3H, CHs); RMN *C (DMSO-g, 125 MHz) & 179,35 (Cq);
163,24 (Cq); 148,63 (Cq); 142,44 (Cq); 132,69 (Cq); 131,68 (Cq); 123,29 (CH); 121,81
(Cq); 120,62 (CH); 113,80 (CH); 112,19 (CH); 31,49 (CH,); 25,20 (CH,); 22,23 (CH,);
14,25 (CHj3); P.F.: 227-228 °C; cor: amarela.

” EMAR-ESI(+): [M+Na]™ Encontrado 380,1251
s\ 0 "\ CisHioN;NaOS*  calculado  380,1264;  IVymex
'S (KBr)fem™: 3421, 1700, 1681, 1610, 1207, 1133,

N mo 854, 740, 580; RMN 'H (DMSO-gs, 300 MHz) &

. 12,38 (sl, 1H, NH); 11,43 (sl, 1H, NH); 9,16 (sl, 1H,

NH): 8,86 (sl, 1H, NH); 8,45 (s, 1H, H-Ar); 8,22 (d,
J =3 Hz, 1H, H-Ar); 7,79 (dd, J = 3 Hz e 6 Hz, 1H, H-Ar); 7,09 (d, J = 6 Hz, 1H, H-
Ar); 2,70 (t, J =6 Hz, 2H, CH,); 1,68 (quint., J = 6 Hz, 2H, CH,); 1,34 (quart., J = 3Hz,
4H, CH,); 0,89 (t, J = 6 Hz, 3H, CH3); RMN **C (DMSO-4, 75 MHz) & 178,86 (Cq);
162,70 (Cq); 148,13 (Cq); 141,90 (Cq); 132,18 (Cq); 131,13 (Cq); 122,74 (CH); 121,28
(Cq); 120,04 (Cq); 113,25 (CH); 111,65 (CH); 30,83 (CH,); 28,51 (CH,); 24,99 (CHy);
21,88 (CHy); 13,88 (CH3); P.F.: 202-204 °C; cor: amarela.

EMAR-ESI(+): [M+Na]™ Encontrado 390,1104
Ci7H17N7NaOS™  calculado  390,1107:  IVymax
(KBr)/cm™: 3255, 3158, 1712, 1697, 1600, 1490,
1122, 1133, 788, 765, 547; RMN *H (DMSO-g,
300 MHz) & 12,34 (sl, 1H, NH); 11,44 (s, 1H, NH);
9,11 (sl, 1H, NH); 8,82 (s, 1H, NH); 8,62 (s, 1H, H-
Ar); 8,19 (s, 1H, H-Ar); 7,76 (d, 1H, J = 6Hz, H-
Ar); 7,05 (d, 1H, J = 3Hz, H-Ar); 6,49 (sl, 1H, H-Ar); 2,35 (sl, 2H, CHy); 2,14 (sl, 2H,
CH,); 1,69-1,68 (m, 2H, CH,); 1,60-1,59 (m, 2H, CH,); RMN *C (DMSO-gs, 75 MHz)
8 179,35 (Cq); 163,22 (Cq); 149,47 (Cq); 142,53 (Cq); 132,56 (Cq); 131,67 (Cq);
127,65 (Cq); 124,93 (CH); 123,25 (Cq); 121,79 (CH); 118,51 (CH); 113,73 (CH);
112,20 (CH); 26,34 (CH,); 25,26 (CH,); 22,53 (CHy); 22,36 (CHy); P.F.: 227-228 °C;

cor: amarela.
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EMAR-ESI(+): [M+Na]™ Encontrado 392,1253;
C17H19N;ONaS™ 392,1264;  IVymsx
(KBr)/em™: 3411, 3266, 2929, 1749, 1700, 1594,
1128, 1045, 860, 526; RMN 'H (DMSO-¢, 300
MHz) 6 12,36 (sl, 1H, NH); 11,41 (sl, 1H, NH);
9,13 (sl, 1H, NH); 8,83 (s, 1H, NH); 8,42 (s, 1H, H-
Ar); 8,19 (d, J = 3 Hz, 1H, H-Ar); 7,78 (dd, J = 3

calculado

Hz e 6 Hz, 1H, H-Ar); 7,08 (d, J = 6 Hz, 1H, H-Ar); 2,77-2,71 (m, 1H, CH); 2,03-2,00
(m, 2H); 1,78-1,67 (m, 3H); 1,51-1,21 (m, 5H); RMN **C (DMSO-¢, 75 MHz) &
178,82 (Cq); 162,63 (Cq); 153,19 (Cq); 141,84 (Cq); 132,17 (Cq); 131,08 (Cq); 122,75
(CH); 121,19 (Cq); 118,87 (CH); 113,22 (CH); 111,59 (CH); 34,58 (CH); 32.41 (CHy);
25,58 (CH,); 25,49 (CH,); P.F.: 234-235 °C; cor: amarela.

EMAR-ESI(+): [M+H]" Encontrado, 328,0975
C14H1sN;0S™; 328,0936;  IVymax.
(KBr)/cm™: 3151, 1704, 1591, 1270, 1132, 1120,
856, 765, 715; RMN 'H (DMSO-¢, 500 MHz) &
12,34 (sl, 1H, NH); 11,41 (sl, 1H, NH); 9,11 (sl, 1H,
NH); 8,82 (sl, 1H, NH); 8,79 (s, 1H, H-Ar); 8,20 (d,

calculado

J=5Hz, 1H, H-Ar); 7,78 (dd, J = 5 Hz e 10 Hz, 1H, H-Ar); 7,06 (d, J = 10 Hz, 1H, H-
Ar); 5,73 (sl, 1H, CH,); 5,11 (sl, 1H, CH,); 2,09 (s, 3H, CHs); RMN **C (DMSO-¢s, 125
MHz) § 179,35 (Cq); 163,25 (Cq); 148,88 (Cq); 142,64 (Cq); 133,91 (Cq); 132,45 (Cq);
131,64 (Cq); 123,43 (CH); 121,83 (Cq); 120,09 (CH); 113,86 (CH); 112,93 (CHy);
112,22 (CH); 20,88 (CHj3); P.F.: 249-251 °C; cor: amarela.

EMAR-ESI(+): [M+H]" 348,1204
C17H14N;0,"; calculado 348,1164; IVyms (KBr)/cm’
1. 3467, 3135, 1720, 1598, 1573, 1500, 1330, 1195,
1052, 761, 524; RMN 'H (DMSO-¢, 500 MHz) &
11,69 (sl, 1H, NH); 11,36 (sl, 1H, NH); 11,00 (sl,
1H, NH); 10,59 (sl, 1H, NH); 9,20 (sl, 1H, H-Ar);
9,13 (sl, 1H, H-Ar); 8,63 (d, J = 5 Hz, 1H, H-Ar);

Encontrado,

8,17 (d, J = 5 Hz, 1H, H-Ar); 7,92 (d, J = 5 Hz, 2H, H-Ar): 7,86 (dd, J = 5 Hz e 10 Hz,
1H, H-Ar): 7,82 (dd, J = 5Hz e 10 Hz, 1H, H-Ar); 7,47 (t, J = 10 Hz, 2H, H-Ar); 7,36 (t,
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J =10 Hz, 1H, H-Ar); 7,10 (d, J = 10 Hz, 1H, H-Ar); 7,07 (d, J = 10 Hz, 1H, H-An);
6,84 (sl, 2H, NH,); RMN C (DMS0-g, 125 MHz) 165,30 (Cq); 163,24 (Cq); 156,91
(Cq); 155,29 (Cq); 147,69 (Cq); 147,53 (Cq); 147,49 (Cq); 141,82 (Cq); 132,29 (Cq);
132,07 (Cq); 131,67 (Cq); 130,76 (Cq); 130,62 (Cq); 129,50 (CH); 129,47 (CH); 128,70
(CH); 125,81 (CH); 125,77 (CH); 124,46 (CH); 122,66 (CH); 122,12 (CH); 120,54
(CH); 120,16 (CH); 118,35 (CH); 116,50 (Cq); 113,09 (Cq); 111,42 (CH); propor¢éo
Z:E (86:14); cor: amarela.

EMAR-ESI(+): [M+Na]™ Encontrado, 324,0821
C12H11N7N6.02+' calculado 324,0817; IVymax

(KBr)fem™: 3357; 1722; 1687; 1585; 1461; 1166;
1214; 1097; 1018; 792; 580; RMN ‘H (DMSO-g,
500 MHz) 811,61 (sl, 1H, NH); 11,33 (sl, 1H, NH);

10,97 (sl, 1H, NH); 10,68 (s, 1H, NH); 8,67 (sl, 1H,
H-Ar): 8,57 (sl, 1H, H-Ar); 8,54 (s, 1H, H-Ar); 8,13 (s, 1H, H-Ar); 7,86 (d, J = 10 Hz,
1H, H-Ar); 7,76 (d, 1H, J = 10 Hz, 1H, H-Ar); 7,19 (sl, 2H, NH,); 7,06-6,80 (m, 4H, H-
Ar e NH,); RMN *3C (DMSO-¢, 125 MHz) & 165,42 (Cq); 163,28 (Cq); 156,59 (Cq);
155,45 (Cq); 149,59 (Cq); 149,50 (Cq); 143,28 (Cq); 141,73 (Cq); 132,48 (Cq); 132,05
(Cq); 131,90 (Cq); 130,69 (Cq); 123,96 (CH); 122,57 (CH); 122,13 (Cq); 121,78 (CH);
121,46 (CH); 117,63 (CH); 116,50 (Cq); 113,06 (CH); 112,04 (CH); 111,56 (CH);
55,63 (CH,); 55,52 (CH,); proporcdo Z:E (50:50); cor: amarela.

EMAR-ESI(+): [M+H]" Encontrado, 314,1415
CiHisN7O" 314,1321;  IVymax.
Ny N s ‘o (KBr)/em™: 3440, 3137, 2871, 1729, 1708, 1589,
m° 1498, 1483, 1162, 1054, 892, 790, 543, 524; RMN
"o 'H (DMSO-¢6, 500 MHz) § 11,66 (sI, 1H, NH); 8,62

(sl, 1H, H-Ar); 8,46 (sl, 1H, H-Ar); 8,30 (sl, 1H, H-

Ar); 8,09 (d, J =5 Hz, 1H, H-Ar); 7,89 (sl, 1H, H-Ar); 7,82 (d, J = 10 Hz, 1H, H-Ar);
7,74 (dd, J = 5 Hz e 10 Hz, 1H, H-Ar); 7,22 (sl, 2H, NH,); 7,05 (d, J = 10 Hz, 1H, H-
Ar); 6,87 (d, J =5 Hz, 1H, H-Ar); 2,65 (t, J = 10 Hz, 2H, CH); 1,66 (sext., J = 10 Hz,
2H, CH,); 0,93 (t, J = 10 Hz, 3H, CH3); RMN “*C (DMSO-g, 125 MHz) & 163,54 (Cq);
155,43 (Cq); 148,40 (Cq); 141,00 (Cq); 132,50 (Cq); 130,90 (CH), 122,51 (CH); 122,19

12

calculado
8 N/NH

(o]
10
1}\>\\ YNHZ
9 13
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(Cq); 120,72 (CH); 112,98 (CH), 112,06 (CH); 27,61 (CHy,); 22,66 (CH,); 14,20 (CHg);
proporcéo Z:E (93:6); cor: amarela.

EMAR-ESI(+): [M+H]" Encontrado, 328,1516;

AN " °§ﬁ~nz C1sH1sN;0,™ calculado 328,1477; IVymax (KBr)/cm’
N\\\N" o 7/“‘“ 1. 3419, 3236, 3143, 1689, 1608, 1492, 1456, 1133,

N \Qf%]:o 1124, 854, 680, 503; RMN 'H (DMSO-¢, 300

‘ 7170H MHz) 6 12,44 (sl, 1H, NH); 11,66 (sl, 1H, NH);

11,53 (sl, 1H, NH); 11,38 (sl, 1H, NH); 8,56 (sl, 1H,
H-Ar); 8,47 (s, 1H, H-Ar); 8,20 (s, 1H, H-Ar); 8,12 (d, J = 3 Hz, 1H, H-Ar); 7,94-7,83
(m, 1H, H-Ar); 7,76 (dd, J = 3 Hz e 6 Hz, 1H, H-Ar); 7,41 (sl, 1H, NH,); 7,24 (sl, 2H,
NHy); 7,07 (d, J = 6 Hz, 1H, H-Ar); 2,68 (t, 2H, J = 6 Hz, CH); 1,64 (quint., J = 6 Hz,
2H, CH,); 1,36 (sext, 2H, J = 6 Hz, CH,), 0,91 (t, J = 6 Hz, 3H, CH3); RMN *C
(DMSO-g, 75 MHz) & 162,74 (Cq); 154,88 (Cq); 148,03 (Cq); 141,07 (Cq); 132,05
(Cq); 130,19 (Cq); 121,93 (CH); 121,55 (CH), 120,07 (CH); 112,41 (CH); 111,48 (CH);
30,94 (CHyp); 24,69 (CH,); 21,70 (CHy); 13,70 (CHs); proporcdo Z:E (95:5); cor:

amarela.

EMAR-ESI(+): [M+Na]™ Encontrado, 364,1485;

14
N °§/NH2 CiHisN7NaO,"  calculado  364,1492;  IVymax
T (KBr)/em™: 3475, 3236, 2858, 1737, 1708, 1575,
N NS I
N N@fgzo 1508, 1457, 1168, 817, 790, 530; RMN ‘H (DMSO-
1
’ 7171” 4 300 MHz) & 11,66 (sl, 1H, NH); 11,33 (sl, 1H,

NH); 10,96 (sl, 1H, NH); 10,61 (sl, 1H, NH); 8,53
(d, J = 3 Hz, 1H, H-Ar); 8,48 (sl, 1H, H8); 8,46 (sl, 1H, H8); 8,12 (d, J = 3 Hz, 1H, H-
Ar); 7,83 (dd, J = 3 Hz e 6 Hz, 1H, H-Ar); 7,75 (dd, J = 3 Hz e 6 Hz, 1H, H-Ar); 7,26
(sl, 2H, NH,); 7,06 (d, J = 6 Hz, 1H, H-Ar); 7,02 (s, 1H, H-Ar); 2,67 (t, J = 6 Hz, 2H,
CHy); 1,65 (quint., J = 6 Hz, 2H, CHy); 1,33-1,29 (m, 4H, CH,); 0,87 (t, J = 6 Hz, 3H;
CHs); RMN **C (DMSO-45, 75 MHz) & 164,75 (Cq); 162,74 (Cq); 156,10 (Cq); 154,85
(Cq); 148,05 (Cq); 147,84 (Cq); 142,66 (Cq); 141,01 (Cq); 132,04 (Cq); 131,60 (Caq);
130,14 (Cq); 123,49 (CH); 121,90 (CH); 121,54 (Cq); 120,31 (Cq); 120,01 (CH);
117,27 (CH); 115,96 (CH); 115,96 (CH); 112,38 (CH); 111,42 (CH); 110,87 (CH);
30,81 (CH,); 28,48 (CH,); 24,97 (CHy); 21,86 (CHy); 13,85 (CHs); proporgédo Z:E
(81:15); cor: amarela.
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EMAR-ESI(+): [M+H]" Encontrado, 352,1507;
C17H1gN70,™ calculado 352,1477; IVymax. (KBr)/cm®
13471, 3234, 2927, 1731, 1695, 1575, 1506, 1479,
1168, 1035, 788, 642; RMN *H (DMSO-46, 300
MHz) 11,69 (sl, 1H, NH); 11,33 (sl, 1H, NH); 8,66
(sl, 1H, H-Ar); 8,12 (sl, 1H, H-Ar); 7,77 (d, J = 6

Hz, 1H, H-Ar); 7,25 (sl, 2H, NH,): 7,06 (d, J = 9
Hz, 1H, H-Ar); 6,51 (sl, 1H, H-Ar); 2,38 (sl, 2H); 2,17 (sl, 2H); 1,72-1,62 (m, 4H);
RMN **C (DMSO-¢s, 75 MHz) § 162,76 (Cq); 154,84 (Cq); 148,91 (Cq); 141,11 (Cq);
131,94 (Cq); 130,20 (Cq); 127,17 (Cq); 124,28 (CH); 121,92 (Cq); 121,56 (CH); 117,94
(CH); 112,35 (CH); 111,45 (CH); 25,81 (CH,); 24,72 (CH,); 22,00 (CH,); 21,84 (CH,);

cor: amarela.

EMAR-ESI(+): [M+Na]" Encontrado, 376,1488;
12 C17H19N7NaO,™ 376,1498;  IVymax,
(KBr)/cm'l: 3432, 3066, 2665, 1687, 1612, 1587,
1390, 1216, 1182, 1056, 771, 586; RMN H
(DMSO-¢6, 300 MHz) & 12,44 (sl, 1H, NH); 11,67
717 (sl, 1H, NH); 11,51 (sl, 1H, NH); 11,36 (sl, 1H,

NH); 8,64 (sl, 1H, H-Ar); 8,45 (s, 1H, H-Ar); 8,12
(d, J = 3 Hz, 1H, H-Ar); 7,95 (d, J = 3 Hz, 1H, H-Ar); 7,90 (dd, J = 3 Hz e 6 Hz, 1H, H-
Ar); 7,76 (dd, J = 3 Hz e 6 Hz, 1H, H-Ar); 7,39 (sl, 2H, NH,); 7,25 (sl, 2H, NH,); 7,07
(d, J = 6 Hz, 1H, H-Ar); 2,75-2,69 (m, 1H); 2,03-1,99 (m, 2H); 1,77-1,66 (m, 3H); 1,50-
1,35 (m, 5H); RMN **C (DMSO-g, 75 MHz) 5162,72 (Cq); 154,85 (Cq); 153,20 (Cq);
141,02 (Cq); 132,08 (Cq); 130,19 (Cq); 121,94 (CH); 121,51 (Cq); 118,91 (CH); 112,39
(CH); 111,45 (CH); 34,62 (CH); 32,44 (CHy); 25,62 (CHy,); 25,53 (CHy); proporc¢éo Z:E
(92:8); cor: amarela.

calculado

EMAR-ESI(+): [M+H]" Encontrado, 312,1204;

U ! O i, | C1HuN7O;" calculado 312,1164; IVyms, (KBr)/cm™:
9

=? N—NH 3469, 3236, 2819, 1704, 1623, 1575, 1465, 1392,

1213, 1112, 755, 676; RMN *H (DMSO-gs, 500 MHz)
;W § 10,96 (sl, 1H, NH); 10,55 (sl, 1H, NH); 8,76 (sl, 1H,
H-Ar); 8,53 (d, J = 5 Hz, 1H, H-Ar); 7,81 (dd, J = 5
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Hz e 10 Hz, 1H, H-Ar); 7,04-7,00 (m, 3H, H-Ar e NHy); 5,72 (sl, 1H, CH>); 5,12 (sl,
1H, CHy); 2,11 (sl, 3H, CHs);: RMN *C (DMSO-g, 125 MHz) & 165,35 (Cq); 156,57
(Cq); 148,63 (Cq); 143,37 (Cq); 133,90 (Cq); 132,08 (Cq); 131,66 (Cq); 124,64 (CH);
120,35 (CH); 118,17 (CH); 116,44 (Cq); 112,84 (CH,); 111,40 (CH); 20,85 (CHs);

proporc¢éo Z:E (80:20); cor: marrom.

7.4.8. Preparo da 5-iodo-isatina (177)

Em baldo de fundo redondo, uma solucdo contendo 27,2 mmol (4 g) de
isatina, 80 mL de MeOH e igual quantidade de KICI,** foi submetida a agitacéo
magnética. Apds 5 dias de reacdo, adicionou-se ao meio reacional 20 mL de MeOH e 20
mL de KICIl,. A suspensdo resultante permaneceu sob agitacdo magnética por um
periodo de 3 dias (GARDEN et al., 2001). A 5-iodo-isatina foi obtida em 66% de

rendimento apos recristalizagdo em etanol.

5 RMN *H (DMSO-dg, 200 MHz) & 11,10 (sl, 1H, NH); 7,72—

N NS , 7,65 (m, 2H, H4 e H6); 6,59 (d, J = 8 Hz, 1H, H7); RMN
(0]

6 “ ) 3Cc (DMSO-ds, 50 MHz) & 183,61 (Cq); 159,21 (Cq);

177 150,52 (Cq); 146,34 (CH); 132,95 (CH); 120,48 (Cq):

115,16 (CH); 85,60 (Cq); P.F.: 281-282 °C, lit.(GARDEN
et al., 2001) 280-281 °C; cor: vermelha.

7.4.9. Preparo da N-metil-5-iodo-isatina (178)

Em um vial de micro-ondas G10, contendo 1 mmol da 5-iodo-isatina (0,273
g), 2 mmol (0,084 g) de hidreto de célcio (CaHy), 4,0 mL de dimetilformamida (DMF),
e 9,24 mmol (0,577 mL) de iodometano foi submetida a irradiacdo por micro-ondas a
100 °C por 20 minutos (SHMIDT et al., 2008). O progresso da reacdo foi acompanhado
por CCD, utilizando-se uma mistura de acetato de etila e hexano (1:1) como eluente. A

N-metil-5-iodo-isatina foi obtida em 89% de rendimento como um sélido vermelho

2! preparo do KICl,: Uma mistura de 105,4 mmol (17,5 g) de Kl e 268,3 mmol (20 g) de KCl em 3 mL de
HCI concentrado e 50 mL de agua destilada foi submetida a agitagdo magnética a temperatura ambiente.
Em seguida, adiciounou-se 85 mL de HCI concentrado e uma solugdo de 331,3 mmol (55 g) de KI em
100 mL de agua destilada. Ap6s 2h, o volume da mistura reacional foi ajustado para 500 mL originando a
solugdo de KICI, 2N (LARSEN et al., 2011).
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cristalino, apds extracdo liquido-liquido e remoc¢do do DMF remanescente em alto-

vacuo.
" RMN H (CDCls, 200 MHz) § 7,93-7,85 (m, 2H, H4 ¢ H6):
NN 6,59 (d, J = 8Hz, 1H, H7); 3,11 (s, 3H, H8); RMN “C
N o
6 N (CHCls-ds, 50 MHz) & 182,04 (Cq); 157,30 (Cq); 150,83
TS (Cq): 146,52 (CH); 133,78 (CH); 119,05 (Cq); 112,17

(CH): 86,11 (Cq); 26,40 (CHs); cor: vermelha.

7.4.10. Preparo da N-metil-5’-iodo-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-
indolino-2’-ona) (179)

Em um baldo de fundo redondo acoplado a um Dean-Stark, foram
misturados 1,13 mmol (0,324 g) de N-metil-5-iodo-isatina, 1,0 mL de etilenoglicol,
0,093 mmol (0,016 g) de acido p-TsOH e 2,5 mL de tolueno. Apds 4 h em refluxo,
adicionou-se solucdo saturada de bicarbonato de sodio ao meio reacional até a formacéo
de um precipitado bege que foi filtrado a vacuo em funil de Biichner. O produto foi

obtido em 48% de rendimento.

09@ 8 RMN *H (CDCls, 200 MHz) & 7,72—7,65 (m, 2H, H4 e H6);
NS 2 6,59 (d, J = 8 Hz, 1H, H7); 4,65-4,24 (m, 4H, H8 e HY);
‘ - ]:\cle 3,11 (s, 3H, H10); RMN “*C (CHCls-ds, 50 MHz) & 172,59
179 (Cq); 144,51 (Cq); 140,41 (CH); 133,72 (CH); 126,32 (Cq);

110,75 (CH); 101,71 (Cq); 85,60 (Cq); 66,05 (CH,); 25,94
(CHgy); cor: bege.

7.4.11. Preparo da 4-(N-metil-2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona)-5 -
il)benzaldeido (181)

Em um vial de micro-ondas G30, 2,5 mmol (0,375 g) de &cido 4-fenil-
benzeno-borénico, 2,5 mmol (0,825 ¢g) de N-metil-5’-iodo-espiro(2,5-dioxa-
ciclopentano-1,3’-indolino-2’-ona), 0,125 mmol (0,0875 g, 5 mol.%) de PdCl,(PPhs),,
5,0 mL de acetonitrila e 5,0 mL de Na,CO3; 1 M foram submetidos a irradiagéo de

micro-ondas por 10 minutos a 150 °C em reator Monowave (Anton Paar) (GONG et al.,
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2002). Apos consumo do material de partida averiguado por CCD, foi feita uma
filtracdo simples para a remocéo do paladio. Em seguida, adicionou-se solucdo saturada
de bicarbonato de sodio a solucdo filtrante. O precipitado formado foi filtrado a vacuo

em funil de Buchner. O produto foi obtido em 47% de rendimento.

EMAR-ESI(+): [M+H]™ Encontrado 310,1074,
C1sH1sNO,™ calculado 310,1001; IVyma (KBr)/cm™:
3434, 2991, 2939, 2890, 2846, 1726, 1687, 1602,
1492, 1309, 1216, 1112, 1039, 815, 734, 516; RMN
'H (DMSO-dg, 200 MHz) & 10,04 (sl, 1H, H17); 7,99-
7,82 (m, 6H, H-Ar); 7,18 (d, J = 8 Hz, 1H, H7); 4,37
(sl, 4H, H8 e H9); 3,13 (s, 3H, H10); RMN **C (DMSO-g4, 50 MHz) & 193,15 (CH);
173,11 (Cq); 145,52 (Cq); 145,20 (Cq); 135,40 (Cq); 134,28 (Cq); 131,17 (CH); 130,69
(CH); 127,41 (CH); 125,77 (Cq); 123,64 (CH); 110,58 (CH); 101,95 (Cq); 66,31 (CH,);
26,45 (CHj3); P.F.: 193-195 °C, cor: amarelo claro.

7.4.12. Preparo do 2-(4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3 -
indolino]-5-il)benzilidenohidrazinocarbotioamida (184)

Em um vial de micro-ondas G10, 0,017 g (0,13 mmol) de cloridrato de
tiossemicarbazida e igual quantidade molar do 4-(N-metil-2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-
indolino-2’-ona)-5’-il)benzaldeido foram solubilizadas em 0,7 mL de MeOH e
submetidas a irradiacdo por micro-ondas durante 10 minutos em reator Monowave
(Anton Paar). Em seguida, apés o consumo do material de partida verificado por CCD,
0 meio contendo o produto foi transferido para um baldo de fundo redondo com o
auxilio de um funil para liquidos e o solvente removido em evaporador rotatorio. A 2-
(4-(1’-metil-2’-oxo0-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-indolino]-5’-
il)benzilidenohidrazinocarbotioamida (184) foi obtida como um solido branco em 91%

de rendimento.

EMAR-ESI(+): [M+H]™ Encontrado, 383,1172
CigH1gN4,O3S™  calculado  383,1133;  IVymax.
(KBr)/lem™: 3425, 3317, 1720, 1604, 1594, 1540,
1492, 1240, 1118, 1039, 806, 528; RMN 'H
(DMSO-g6, 500 MHz) & 11,44 (sl, 1H, H17); 8,20
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(sl, 1H, NHy); 8,05 (sl, 1H, NH); 8,02 (s, 1H, NH,); 7,83 (d, J = 10 Hz, 2H, H-Ar);
7,79 (dd, J = 5 e 10 Hz, H6); 7,72 (d, J = 5Hz, 1H, H-Ar); 7,68 (d, J = 10 Hz, 2H, H-
Ar); 4,37-4,30 (m, 4H, CH3); RMN *C (DMSO-¢, 125 MHz) & 178,44 (Cq); 173,09
(Ca); 144,49 (Cq); 142,42 (CH); 140,97 (Cq); 135,00 (Cq); 133,61 (Cq); 130,58 (CH);
128,46 (CH); 126,99 (CH); 125,58 (Cq); 123,21 (CH); 110,47 (CH); 102,02 (Cq); 66,26
(CHy,); 26,42 (CH3); P.F.: 223-225 °C; cor: branca.

7.4.13. Preparo do 2-(4-(1’-metil-2’-oxo-espiro[[1,3]dioxolano-2,3 -

indolino]-5-il)benzilidenohidrazinocarboxamida (185)

Em um vial G30, 3,09 g (10 mmol) de 4-(N-metil-2,5-dioxa-ciclopentano-
1,3’-indolino-2’-ona)-5’-il)benzaldeido foi solubilizada em um vial G30 contendo 15
mL de MeOH e 1,1 g (10 mmol) de cloridrato de semicarbazida. Durante 10 minutos, a
mistura de reacdo foi submetida a irradiacdo por micro-ondas a 150 °C em reator
Monowave (Anton Paar). Apds o consumo do material de partida, o0 meio reacional foi
transferido para um baldo de fundo redondo com o auxilio de um funil para liquidos e o
solvente removido em evaporador. O 2-(4-(1’-metil-2’-oxo0-espiro[[1,3]dioxolano-2,3’-
indolino]-5’-il)benzilidenohidrazinocarboxamida (185) foi obtido apds filtracdo a vacuo

em 84% de rendimento.

EMAR-ESI(+): [M+H]" Encontrado, 367,1400
C19H10N4O4" calculado 367,1362; 1Vymax. (KBr)/cm’
1. 3467, 3347, 2969, 1724, 1685, 1585, 1434, 1118,
944, 524; RMN 'H (DMSO-g4, 500 MHz) & 10,28
(sl, 1H, NH); 7,85 (s, 1H, H-Ar); 7,80-7,66 (m, 6H,
H-Ar); 6,51 (sl, 2H, NHy); 4,47-4,33 (m, 4H, H8 e
H9); 3,11 (s, 3H, H10); RMN *C (DMSO-¢, 125
MHz) & 173,08 (Cq); 157,26 (Cq); 144,36 (Cq);
140,19 (Cq); 139,37 (CH); 135,15 (Cq); 134,25 (Cq); 130,47 (CH); 127,68 (CH);
126,93 (CH); 125,56 (Cq); 123,15 (CH); 110,46 (CH); 102,03 (Cq); 66,26 (CH>); 26,42
(CHj3); P.F.: 255-257 °C; cor: branca.
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7.5.  Eletroquimica (Voltametria ciclica)

Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em potenciostato-galvasnotato
Epsilon — BAS. Foram utilizadas soluces dos compostos 2 x 10 mol.L™ em MeOH
contendo 0,2 mol.L™ do eletrélito n-BusNCIO,, a temperatura ambiente e sob atmosfera

de nitrogénio.

Um sistema de trés componentes-padrao foi usado: um eletrodo de carbono
vitreo de trabalho, um eletrodo auxiliar de platina e um de referéncia de Ag/AgCl para

meios organicos.

7.6. Modelagem Molecular

7.6.1. Selecdo da atividade bioldgica, obtencéo da estrutura cristalogréafica e

preparo dos ligantes.

Para o estudo de docagem molecular, foram selecionadas no banco de dados
Protein Data Bank (PDB) do Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
(RCSB) (BERMAN et al., 2000), as estruturas cristalograficas, obtida por difracdo de
raios-X, da cruzaina 4KLB (R=2,62 A), complexada com 1RV (WIGGS et al., 2013) e
fosfodiesterase C 3V94 (R = 2,33 A), complexada com WYQ (WANG et al., 2012).

As estruturas 3D dos ligantes 1RV e WYQ foram construidas usando o
programa Spartan’10 (Wavefunction, Inc.) (DEWAR et al., 1985). Em seguida, esses
ligantes foram submetidos a uma andlise conformacional sistematica, em busca da
conformacdo mais estavel, usando o método semi-empirico RM1 (ROCHA et al.,
2006). As conformacgfes mais estaveis para cada ligante tiveram suas cargas atdmicas
parciais calculadas pelo método DFT/B3LYP, usando a fungdo de base 6-31+G(d),

disponivel no programa Spartan’10.
7.6.2. Ancoramento Molecular

Para as simulagfes de docagem molecular, foi utilizado o programa
Autodock 4.2 que inicia com uma conformacdo arbitraria e tenta predizer a pose
(orientacdo e conformacdo) mais favoravel para interacdo com o sitio ativo através do
algoritmo genético (MORRIS et al., 2009).
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O preparo das proteinas e dos ligantes foi realizado utilizando a extenséo
Python Molecular Viewer do Programa ADT (Autodock tools), onde todas as moléculas
de &gua e ions foram retiradas, exceto os ions zinco e magnésio da estrutura 3V94. Para
a proteina, foram adicionados os hidrogénios polares e as cargas dos atomos foram
assinaladas pelo método Kollman. O mapa de rede (grid) foi adicionado utilizando a
extensdo Autogrid4.2. Para a 4KLB, a grid foi centrada no 4&tomo de enxofre do residuo
catalitico Cys25 (x: 32,549; y: 32,549; z: -27,088), com espacamento de rede de 0,375 e
dimensbes 40x40x40. No caso da 3V94, a grid foi centrada no centro de massa do
inibidor WYQ (x: -45,225; y: -24,518; z: -50,819), com espacamento de rede de 0,375 e

dimensdes 40x40x60.

O método utilizado para o estudo de docking molecular da 4KLB foi o
algoritmo genético (GA), utilizando os seguintes parametros: populacdo de 600, nimero
maximo de 2500000 avaliacbes de energia, numero maximo de 27000 geragdes,
mutacdes de 0,02, taxa de cruzamento (crossover) de 0,8 e nimero de corridas de 50. J&
para o estudo de docking molecular da 3V94, o algoritmo utilizado foi Lamarkiano
(LGA) com os seguintes parametros: populacdo de 150, nimero maximo de 2500000
avaliacdes de energia, nimero maximo de 27000 geracOes, mutacbes de 0,02, taxa de
cruzamento (crossover) de 0,8 e nimero de corridas de 100.

Apdbs o ancoramento molecular dos complexos 4KLB e 3V94, todas as
estruturas geradas foram separadas em agrupamentos (clusters) com base em uma
tolerancia de RMSD de 2 A a partir da estrutura de menor energia. Para identificar o
melhor resultado, considerou-se a pose de menor energia com o menor RMSD (<2 A).
A avaliacdo da interacdo por ligacdo hidrogénio foi realizada utilizando o Programa

Discovery Studio 3.1%.

7.7.  Atividade Biologica

7.7.1. Avaliagdo anti-T. cruzi em modelo intracelular contra a cepa Tulahten

Este ensaio foi realizado como descrito por Buckner e colaboradores
(BUCKNER et al., 1996), utilizando o T. cruzi (cepa Tulahlen) que expressa o0 gene /-

galactosidase de Escherichia coli. Formas tripomastigotas infecciosas foram obtidas

22 Discovery Studio 3.1, (2010).
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através da cultura em monocamadas de fibroblastos de camundongos L929 no meio
RPMI-1640 (pH 7,2 — 7,4), sem vermelho de fenol (Gibco BRL), contendo 10% de soro
fetal bovino e glutamina 2 mM. Para o bioensaio, 4.000 células L929 em 80 pL de meio
suplementado foram adicionados a cada po¢o de uma placa de microtitulacdo de 96
pocos. Depois de uma incubacdo durante a noite, 40.000 tripomastigotas em 20 pL
foram adicionadas as células e estas foram incubadas durante 2 h. O meio contendo
parasitas que ndo penetram nas células foi substituido por 200 pL de meio fresco e a
placa foi incubada durante mais 48 h para estabelecer a infeccdo. O meio foi entdo
substituido com solucgdes de compostos a 1,0 ug/mL em meio fresco (200 uL) e a placa
foi incubada durante 96 h a 37 °C. Apds este periodo, adiciocnou-se 50 pL de vermelho
de clorofenol D-galactopiranésido (500 puM) em 0,5% de Nonidet P40 a cada pogo e a
placa foi incubada durante 18 h a 37 °C. Em seguida, mediu-se a absorbancia a 570 nm.
Em paralelo, controles com células ndo infectadas e células infectadas tratadas com

benznidazol (Bz) foram executados.

Os resultados foram expressos como a percentagem de inibicdo do
crescimento de T. cruzi em células testadas com composto em comparagdo com as

celulas infectadas e células ndo tratadas. Os ensaios foram executados em triplicata.

7.7.2. Avaliagdo de citotoxicidade in vitro em células L929

Para este bioensaio, 4.000 células de mamiferos em 200 pL de meio RPMI-
1640 (pH 7,2-7,4) (Gibco BRL) mais 10% de soro fetal bovino e glutamina 2 mM sdo
adicionados a cada po¢o de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos que foi incubada
durante trés dias a 37 °C. O meio foi entdo substituido com solucdes dos 268 compostos
(diluido em 200 pL de meio suplementado sem vermelho de fenol) em concentragdes 50
vezes acima do ICsy encontrados no ensaio de atividade anti-Trypanosoma cruzi e a
placa foi incubada durante quatro dias a 37 °C. Apds este periodo, adicionou-se 20 pL
de AlamarBlueTM cada pogo e a placa foi incubada durante mais 4-6 horas. A
absorvancia foi medida a 570 nm. Controles com células ndo tratadas e tratadas com Bz

foram feitos em paralelo. Os ensaios foram feitos em triplicata.

Os resultados foram expressos como a diferencga percentual na reducdo entre

tratado (CT) e celulas néo tratadas (UT), usando a seguinte equacao:

186



(117,216) (Absszo TC) - (80,586) (Absgoo TC) X 100

(117,216) (Abss7o UT) - (80,586) (Absggo UT)

7.7.3. Determinacéo do Indice de Seletividade (1S)

Os resultados obtidos nas andlises foram calculados por interpolacéo linear
e expressos em valores de ICsp. O indice de seletividade (IS) foi determinado com base
na razdo entre o valor de ICs, observado para as células L929 e o valor de ICs

observado para as celulas infectadas com o parasita.

IS = I1Cxs0 (cslulas Lo29)

1Cs0 (1. cruzi
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ANEXO |

DADOS ESPECTROSCOPICOS, ESPECTROMETRICOS E
VOLTAMOGRAMAS

Nas paginas a seguir, encontram-se reunidos os espectros de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H), de Carbono (RMN *3C) e os Espectros na

Regido do Infravermelho (1V) para todos os compostos descritos na Tese.
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Figura Al. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) da 5°-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-
dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (141)
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Figura Al. Expansdo do espectro de RMN *H (DMSO-dg, 400 MHz) da 5°-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (141) (continuacéo)
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Figura A2. Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 50 MHz) da 5°-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-
dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (141)
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Figura A3. Espectro de IV da 5°-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-

indolina-2’-ona) (141)
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Figura A4. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da 5’-(4-hidroximetil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (142)
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Figura A4. Expansdo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da 5°-(4-hidroximetil-1H-1,2,3-
triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (142) (continuag&o)
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Figura A5. Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 50 MHz) da 5°-(4-hidroximetil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-
dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (142)
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Figura A6. Espectro de IV do 5’-(4-hidroximetil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-
1,3’-indolina-2’-ona) (142)
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Figura A7. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da do 5’-(4-propil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (143)
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Figura A7. Expanséo do espectro de RMN 'H (DMSO-dg, 200 MHz) da do 5°-(4-propil-1H-1,2,3-triazol-
1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (143) (continuacao)
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Figura A10. Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da 5°-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (144) (continuagéo)
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Figura A10. Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da 5°-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (144) (continuagao)

Barbara_Bianca

LABRMN IQ/UFRJ - OPr: Roberta
13C/DMSO  26-Maio-2014(DPX200)
PILAB6 Bianca-181/Barbara
Quant: 35mg Scans: 2048 02h15'38"

o N R ]
< ~N —
S S g 4 A
fas] | ~N |
| 1 i — | |
| |
ka‘ JL
<
T T T T T T T T T T T T T T )
136 134 132 130 128 126 124 122 120 118 116 114 112 110 108 8
f1 (ppm)
+
INE=TN
% a I S £ No b=
N ™ NS [ —
‘ ‘ ~— \ I N | ‘
! | - i - |
i \‘ '
)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura A11. RMN **C (DMSO-ds, 50 MHz) da 5’-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-
ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (144)

227



S 3
w
e ~
Las My oo Pl T
w No |5 3 \ | BE &
W O ONND OO O WM
5 8R8EEe 2 2228888
pa 9N & | lo® L PONS
al w b | 2 o RO KRR &
a o A ) N o
N5 A S N w
al { [
O e :
- N o ~
o o
©
I T T T T I T T T T I T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T
4000 3000 2000 1000

Wavenumber (cm-1)

Figura Al12. Espectro de IV da 5’-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-

Barbara_Bianca

LABRMN IQ/UFRJ - OPr: Roberta
1H/DMSO  26-Maio-2014(DPX200)
PILAB5 Bianca-186/Barbara

indolina-2’-ona) (144)

O g
il S
oN ¥ b
(e —
~
/ J/ J / /
N "/T &
«©
0
N
H ~
N}
~
]
D
< ¢
0 )
N ~N @ ™),
S @ < ©g
i NI R o
‘ N A
\/ 0
I
I
o ~
< o~
< <
) P L ny I XY
] < N < - < NN
o — o~ — < (o] N < ™M
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0 -1.0

f1 (ppm)
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Figura A13. Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da 5°-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (145) (continuacéo)
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Figura A13. Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da 5°-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (145) (continuac&o)

Barbara_Bianca

LABRMN IQ/UFRJ - OPr: Roberta
13C/DMSO  26-Maio-2014(DPX200)
PILABS Bianca-187/Barbara
Quant: 35mg Scans: 2048 02h15'38"

~N
o )
S 15}
T a
[s2) Ny n
I o P N o \}/
© ~N < © N — |
N
> ©o [ o — —
o ~ — IS — -
2] — — |
i \ ! \ 1
‘ 1
i
<+
™
©
©
T T T T T T T
134 130 126 122 118 114 110 [y ¢ I
f1 (ppm) =2 O <
n N = o -
o Na Nin /
a N !
© — OsNWOO—H < N
< o NE—HgT @ [
g <~ NH\N/ N - |
N - ™ | = ] o ifith
— | .—1\‘ | -
1)
l o g | 1
)
<
=
|
|
A " " Akl .\ JLu y

W U Mooty il it A A it

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)
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Figura A16. Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-d, 200 MHz) da 5°-(4-ciclohex-1-en-1-il)-1H-
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Figura A18. Espectro de 1V da 5’-(4-ciclohex-1-en-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-
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Figura A19. Espectro de RMN *H (DMSO-dg, 200 MHz) da 5’-(4-ciclohexil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
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Figura A19. Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da 5°-(4-ciclohexil-1H-1,2,3-
triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (147) (continuacéo)
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Figura A20. Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 50 MHz) do 5°-(4-ciclohexil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-

espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (147)
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Figura A22. Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da 5°-(4-acetil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (148) (continua¢ao)
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Figura A23. Espectro de RMN *C (DMSO-ds, 50 MHz) da 5’-(4-acetil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-
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Figura A25. Espectro de RMN *H (200 MHZ, DMSO-g) da 5’-(4-(2-hidroxipropan-2-il)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (149)
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Figura A26. Espectro de RMN **C (50 MHZ, DMSO-g) da 5°-(4-(2-hidroxipropan-2-il)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (149)
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Figura A27. Espectro de IV da 5’-(4-(2-hidroxipropan-2-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-
ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (149)
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Figura A28. Espectro de RMN *H (200 MHZ, DMSO-g) da 5’-(4-(1-hidroxicicloexil)-1H-1,2,3-triazol-
1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (150)
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Figura A28. Expansdo do espectro de RMN *H (200 MHZ, DMSO-g) da 5°-(4-(1-hidroxicicloexil)-1H-
1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (150) (continuacao)
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Figura A29. Espectro de RMN *3C (50 MHZ, DMSO-) da 5’-(4-(1-hidroxicicloexil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (150)
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Figura A29. Expanséo do espectro de RMN **C (50 MHZ, DMSO-) da 5°-(4-(1-hidroxicicloexil)-1H-
1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (150) (continuacao)
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Figura A30. Espectro de IV da 5’-(4-(1-hidroxicicloexil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espiro(2,5-dioxa-
ciclopentano-1,3’-indolina-2’-ona) (150)

244



Barbara_Bianca

LABRMN IQ/UFRJ - OPR:Luciana
1H/DMSO  03-Abril-2013 (DPX200)
HIDRFENT Bianca-66/Barbara

—
%
T
S—
\
3.39

20
8.19
8.04
8.03
7.94
7.90
53
7.50
7.46
7.41
7.37
34
7.16
7.12
2.51
2.50
2.49

by
22
g
334
1,041

1.05] ———931
8.
. _r8.16
. .8.15

1 1.00] L“ 11.35

11.5 11.0 105 100 95 9.0 85 8.0

~
n

7.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

Barbara_Bianca

LABRMN IQ/UFRJ - OPR:Luciana
1H/DMSO  03-Abril-2013 (DPX200)
HIDRFENT Bianca-66/Barbara

S v

765 755 745 735 725 715  7.05
f1 (ppm)

8.35 8.25 8.15 8.05 7.95 7.85 7.75

Figura A31. Espectro de RMN "H (200 MHZ, DMSO-) da 5°-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-i1)1,3’-
indolina-2’-ona (151)
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8TyLT—

T T LA T T T T AR T T T T T T LARAR) LARA) LARAL) T T T T T T T
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wavenumber (cm-1)

Figura A33. Espectro de IV da 5’-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)1,3’-indolina-2"-ona (151)
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Figura A34. Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-) da 5°-(4-hidroximetil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
1,3’-indolina-2’-ona (152)
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Figura A35. Espectro de RMN *3C (50 MHz, DMSO-g) da 5°-(4-hidroximetil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-
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Figura A36. Espectro de IV da 5’-(4-hidroximetil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolina-2"-ona (152)
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Figura A37. Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-) da 5°-(4-propil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolina-
2’-ona (153)
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Figura A37. Expanséo do espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-g) da 5°-(4-propil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
1,3’-indolina-2’-ona (153) (continuacéo)
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Figura A38. Espectro de RMN **C (50 MHz, DMSO-g) da 5°-(4-propil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolina-
2’-ona (153)
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Figura A39. Espectro de 1V da 5’-(4-propil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolina-2’-ona (153)
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Figura A40. Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-) da 5°-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolina-
2’-ona (154)
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Figura A40. Expanséo do espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-g) da 5°-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
1,3’-indolina-2’-ona (154) (continuacgéo)
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Figura A41. Espectro de RMN **C (50 MHz, DMSO-g) da 5°-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3 -indolina-
2’-ona (154)
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Figura A42. Espectro de IV da 5’-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolina-2’-ona (154)
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Figura A43. Espectro de RMN "H (200 MHz, DMSO-) da 5’-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolina-
2’-ona (155)
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Figura A44. Espectro de RMN **C (50 MHz, DMSO-g) da 5°-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolina-
2’-ona (155)
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Figura A45. Espectro de IV da 5°-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolina-2’-ona (155)
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Figura A46. Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-g) da 5°-(4-ciclohex-1-en-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-1,3’-indolina-2’-ona (156)
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Figura A47. Espectro de RMN *C (75 MHz, DMSO-4) da 5’-(4-ciclohex-1-en-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-1,3’-indolina-2’-ona (156)
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Figura A48. Espectro de IV da 5’-(4-ciclohex-1-en-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-indolina-2’-ona (156)
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Figura A49. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-g) da 5°-(4-ciclohexil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,3’-
indolina-2’-ona (157)
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Figura A49. Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-g) da 5°-(4-ciclohexil)-1H-1,2,3-
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Figura A55. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-g) da (Z)-2-(2-ox0-5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (159)
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Figura A55. Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-g) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-fenil-1H-
1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (159) (continuagéo)
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Figura A56. Espectro de RMN **C (125 MHz, DMSO-) da (2)-2-(2-0x0-5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (159)

263



(o]
‘/H =
w :
BB LS
oo,\,oo'\,w
oo PO o —
moohHO —_
] — oo R —~ = oo
- w ‘/ o
oco - = o1
- o = N a1 o
= g5 TR
oo o
[ee)

T T T T T LAAARA) LAAAR) T T T T T A T T T T T T T T T T T
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wavenumber (cm-1)

Figura A57. Espectro de IV da (2)-2-(2-0x0-5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-
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Figura A58. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-g) da Z)-2-(2-0x0-5-(4-hidroximetil-1H-1,2,3-
triazol-1-il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (160)
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Figura A58. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-g) da Z)-2-(2-0x0-5-(4-hidroximetil-
1H-1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (160) (continuacao)
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Figura A59. Espectro de RMN **C (125 MHz, DMSO-) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-hidroximetil-1H-1,2,3-
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Figura A61. Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-g5) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-propil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (161)
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Figura A61. Expansdo do espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-propil-1H-
1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (161) (continuagéo)
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Figure A64. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-g) da (2)-2-(2-0x0-5-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)indolina-3-ilidene)hidrazinocarbotioamida (162)
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Figure A64. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-4) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-butil-1H-
1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-ilidene)hidrazinocarbotioamida (162) (continuaco)
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Figura A66. Espectro de IV da (Z)-2-(2-ox0-5-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-
ilidene)hidrazinocarbotioamida (162)

271



TPILABPE

LABRMN-IQ/UFR]  OPR:Robert
1H/DMSO (300MHz) 31/08/201%
TPILABPE Bianca-1/Barbara

3.37

N AT -

T T T T T T T T T T
11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05
f1 (ppm)

gl
n | 1.042 -—12.38
7 1.0 F“ll 43

TPILABPE

LABRMN-IQ/UFRJ  OPR:Robert
1H/DMSO (300MHz) 31/08/201%
TPILABPE Bianca-1/Barbara

-—7.11
-—7.08

7.8 7.7
f1 (ppm)

Figura A67. Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-g) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (163)
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Figura A67. Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-g) da (2)-2-(2-0x0-5-(4-pentil-1H-
1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (163) (continuagéo)
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Figure A68. Espectro de RMN **C (75 MHz, DMSO-g) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-
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Figure A69. Espectro de IV da (Z)-2-(2-oxo0-5-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-
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Figura A70. Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-45) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-ciclohex-1-
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Figure A71. Espectro de RMN *C (125 MHz, DMSO-g) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-ciclohex-1-en-1-il)-1H-
1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (164)
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Figure A72. Espectro de 1V da (2)-2-(2-ox0-5-(4-ciclohex-1-en-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-
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Figura A73. Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-g) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-ciclohexil-
1H-1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarbotioamida (165) (continuacao)
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Figure A77. Espectro de RMN **C (125 MHz, DMSO-g) da (Z)-2-(2-0x0-5-(4-(prop-1-en-2-il)-1H-
1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-ilideno)hidrazinacarbotioamida (166)
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Figura A79. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-g) da (E,Z)-2-(2-0x0-5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)indolina-3-ilideno)hidrazinacarboxamida (167)

282



FESEMCA1

LABRMN-IQ/UFR] Opr: Roberta
1H/DMSO (AV500) 21/10/2016
FESEMCA1 Bianca-1/Barbara

~
<
- ~
(o))
S
()]
~ | / /
J B / / ,
B g3
it ) ~ R
=} <
N
¢
D
<
© ~
~ © 3 —
SIS
Il
O ™~
v—:v—1
© o <
< @
Il (Ve}
1
& ‘A oh'dh ) ¥ &S &
S — M o ¥ R &
~— o o o ~— o i

8.8 8.7 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6

7.7 7.6
f1 (ppm)
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Figura A81. Espectro de IV da (E,Z)-2-(2-0x0-5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-
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Figura A82. Expanso do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-g) da (E,Z)-2-(2-0x0-5-(4-hidroximetil-
1H-1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarboxamida (168) (continuacéo)
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Figura A83. Espectro de RMN **C (125 MHz, DMSO-) da (E,Z)-2-(2-0x0-5-(4-hidroximetil-1H-1,2,3-
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Figura A83. Espectro de RMN **C (125 MHz, DMSO-g) da (E,Z)-2-(2-0x0-5-(4-hidroximetil-1H-1,2,3-
triazol-1-il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarboxamida (168) (continuacgéo)
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Figura A84. Espectro de 1V da (E,Z)-2-(2-0x0-5-(4-hidroximetil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-
ilideno)hidrazinocarboxamida (168)

286



PROPSEMC

LABRMN-IQ/UFR] Opr: Roberta
1H/DMSO (AV500) 21/10/2016
PROPSEMC Bianca-1/Barbara

]
},NHE
N b i ~
N ~
H
N
LA <
) N | — o —
< T T T T T T o a
0 o
- 8.65 8.60 8.55 8.50 8.45 8.40 i
f1 (ppm) © 10
©
]
- P~
™
)
|
I
)
©
—
i
|
! L | L
) s 4 & h b
= > N 0 o @
— =) i ~ ~ ™
12.5 11.5 10.5 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5
f1 (ppm)
PROPSEMC
LABRMN-IQ/UFRJ Opr: Roberta
1H/DMSO  (AV500) 21/10/2016
PROPSEMC Bianca-1/Barbara
e}
< /
(oo}
O
S o
S g NN
o ©
b
MmN
RERR
i
o o o~
= 5 fag d 53
NS O O
‘ I e A ALY
& S = b & 5 5 h &
S S = 2 S — N = —
o — o o o o o — o
8.9 8.7 8.5 8.3 8.1 7.9 7.5 7.3 7.1 6.9 6.7 6.5

7.7
f1 (ppm)

Figura A85. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-) da (E,Z)-2-(2-0x0-5-(4-propil-1H-1,2,3-triazol-1-
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Figura A85. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-g) da (E,Z)-2-(2-0x0-5-(4-propil-1H-
1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-ilideno)hidrazinocarboxamida (169) (continuagéo)
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Figura A86. Espectro de RMN **C (125 MHz, DMSO-) da (E,Z)-2-(2-0x0-5-(4-propil-1H-1,2,3-triazol-1-
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Figura A86. Expanséo do espectro de RMN **C (125 MHz, DMSO-) da (E,Z)-2-(2-0x0-5-(4-propil-1H-
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Figura A87. Espectro de IV da (E,Z)-2-(2-0x0-5-(4-propil-1H-1,2,3-triazol-1-il)indolina-3-
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Figura A88. Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-) da (E,Z)-2-(2-0x0-5-(4-butil-1H-
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macro onda nos
laboratdrios de quimica

Contribuicdo de Bianca Nascimento Monteiro da Silva
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As micro-ondas s3o frequentemente utilizadas na sintese organica

A primeira vista pode parecer curioso para um leigo a presenca de um aparelho de micro-ondas em um
laboratorio de quimica. Ele se questiona: — Sera que eles esquentam a comida aqui dentro do laboratdrio?
A resposta é nao. Tem sido um fato cada vez mais comum encontrarmos em laboratdrios de sintese
aparelhos de micro-ondas, tanto domeésticos quanto especializados (Figura 1). Estes utensilios tém roubado
o lugar de muitas placas aquecedoras como explica o artigo publicado na revista Chemistry World em
outubro de 2008.
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SINTESE DE 5-NITRO-ISATINA E 5-CLORO-ISATINA A PARTIR DA ISONITROSOACETANILIDA*
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PREPARATION OF 5-NITROISATIN AND 5-CHLOROISATIN FROM ISONITROSOACETANILIDE. This article describes the
preparation of 5-nitroisatin and of 5-chloroisatin from isonitrosoacetanilide in a single step, using readily available and inexpensive
reagents. These reactions require around 90 minutes and may be carried out as an undergraduate experiment, providing an opportunity
to discuss the electrophilic aromatic substitution mechanism, as well as spectroscopic techniques for product identification.

Keywords: 5-nitroisatin; 5-chloroisatin; isonitrosoacetanilide.

INTRODUCAO

A isatina (1, Esquema 1)(1-H-indol-2,3-diona) € um heterociclo mui-
to utilizado em sintese orgiinica, devido is possibilidades de modificagio
na sua estrutura. Possul duas carbonilas com reatividades distintas, uma
cetonica [C-3] e outra amidica [C-2], um grupo N-H suscetivel a reactes
de alquilagdo e acilagiio, e um anel aromético que pode sofrer reagtes de
substituigio eletrofilica nas posigdes C-3 e C-7. A isatina € encontrada
em plantas do género [satis, por exemplo, nas espécies Calanthe discolor
Lindl. ¢ Comupita guianenses Aubl.,' na secreciio da glindula pardtida
de sapos do género Bufo® e, ainda, distribuida em diferentes regides do
cérebro ¢ em fluidos corporais de seres humanos.?

O método de Sandmeyer € o mais utilizado para a obtencio da
isatina e de seus derivados. Nesta metodologia, a anilina (2) ou as
anilinas substituidas (Esquema 1. etapa I) reage(m) com hidrato de
cloral e sulfato de hidroxilamina (ou outro sal de hidroxilamina), na
presenca de uma solugio saturada de sulfato de sédio, para formar
isonitrosoacetanilida(s) (3). Em seguida, a(s) isonitrosoacetanilida(s)
3 sofre(m) ciclizagiio em dcido sulfiirico concentrado, para formar a(s)
respectiva(s) isatina(s) (Esquema I, etapa I1).** Outras metodologias
para a sintese de isatinas. como as de Stolle.” Martinet.” Gassman® e
Pinto,” sdo descritas na literatura.

A isatina e seus derivados sio conhecidos na literatura pela varie-
dade de suas propriedades biolégicas, sendo, também, frequentemente
empregados como matéria-prima para a obtengio de compostos
bioativos como, por exemplo, firmacos.! Este € o caso do sunitinibe
(4, Figura 1), aprovado, em 2006, pelo FDA (Food and Drugs Admi-
nistration) para o tratamento de carcinoma de células renais (RCC)
e de tumores do estroma gastrointestinal (GIST)."

Vine e colaboradores' mostraram que algumas isatinas substi-
tuidas apresentam acfio anticancerigena sobre células humanas de
linfoma histiocitica (U937), principalmente as halogenadas e nitradas
na posiciio 3. Na Figura | estiio ilustrados exemplos de derivados
contendo, a0 mesmo tempo, os grupos nitro e bromo (5), apenas
bromo (6) e fldor (7). Os valores de CL,, (concentragio que causa
50% de inibicdo do crescimento das células) destas isatinas sio bem
menores do que os observados para a isatina (1).

A escolha de reagentes de preco baixo e menos agressivos ao meio
ambiente sio dois dos requisitos mais procurados pelos quimicos
organicos de sintese. Estes requisitos siio quase que obrigatérios
quando se trata do emprego de reagentes em disciplinas experimentais

*g-mail: bianca_gnascimento @ yahoo.com.br
# Artigo em homenagem ao Prof. Hans Viertler

1
A) POH
CLCCH(OH),
@\ (NF,OH) . H,50, o
R
NH, NS0, \
HC|
2 Ho 3 H
o]
0N 111 11| H2504
-—
O 1,50,/ KNOy o
N Banho de gelo; 4 3 3
\ 5 2
- o]
& N
; Ta \:'
H,80, { ATCL 1
Banho de gelo| 77 %
v
1. HyS0,
2. HyS0, / KNO,y
B) Banho de gele
= ]
3 —  1LHSO, 4%
2, HyS80, ATCL o
Banho de gele  Cl
- ]
\
1w H
94 %

Esquema 1. (A) Obtencdo da isonitrosoacetanilida a partir da anilina (etapa
1), ciclizagdo da isonitrosoacetanilida levando a formacdo da isatina (etapa
1), nitragdo da isatina (etapa 1), cloracdo da isatina (etapa IV). (B) Méto-
do de obtencdo da 5-nitro-isatina (8) e 5-cloro-isating (10) por iinica etapa
através da isonitrosoacetanilida (3)

de Cursos de Graduagiio em Quimica e de dreas afins.

Neste artigo, descreve-se a preparagio de 5-cloro-isatina e 5-nitro-
isatina obtidas diretamente de isonitrosoacetanilida, através de uma
metodologia simples e eficiente, partindo-se de reagentes baratos e
de baixa toxicidade.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais ¢ métodos

Os produtos obtidos em cada ctapa de reagiio foram caracteriza-
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Synthesis of Novel Isatin-Type 5'-(4-Alkyl/Aryl-1H-1,2,3-triazoles) via
1,3-Dipolar Cycloaddition Reactions

Bianca N. M. Silva,** Barbara V. Silva,” Fernando C. Silva,” Daniel T. G. Gonzaga,®
Vitor F. Ferreira® and Angelo C. Pinto®

“Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 21949-900 Rio de Janeiro-RJ, Brazil
bInstituto de Quimica, Universidade Federal Fluminense, 24020-141 Niteréi-RJ, Brazil

As isatinas e os 1H-1,2,3-triaz6is sdo duas classes de compostos com grande destaque na sintese
organica e na quimica medicinal uma vez que sdo nicleos heterociclos com elevada reatividade,
que permitem a obtengéo de diversos compostos com importantes propriedades biolégicas. Neste
artigo, a sintese de novos 5 -(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazéis)-isatina via reagdo de cicloadicio

1,3-dipolar catalisada por dcido acético € descrita.

Isatin and 1H-1,2,3-triazoles are two classes of compounds with great prominence in organic
synthesis and medicinal chemistry as they are heterocycle nuclei with a high reactivity allowing
to obtain several compounds with important biological properties. Herein, the synthesis of novel
5'-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazole)-isatin via reaction of 1,3-dipolar cycloaddition catalyzed by

acetic acid is reported.

Keywords: isatin, 1H-1.23-triazoles, 1,3-dipolar cycloaddition reactions

Introduction

Isatin (2,3-dihydro-2,3-dioxo-1H-indole 1, Figure 1a)
is a simple small molecule that is present in plants of the
genus Isatis' and in some animals like, such as Bufo frogs.2
This compound is also distributed in different regions of the
brain and in various body fluids in humans.** Its reactivity
has been explored by several research groups due to its
structure, which allows nucleophilic substitution reactions
involving the aromatic ring, especially at positions 5 and
7:° acylation’ or alkylation® at the N-H: and reduction’
or condensation'®'? at the amide [C-2] and ketone [C-3]
carbonyls, which have distinct reactivities.

Isatin and its derivatives have been reported to
exhibit a variety of biological properties, and are also
frequently employed as raw materials to produce bioactive
compounds.'* Isatin and its derivatives show sedative-
hypnotic," antitumor,'*'® antimicrobial,"” antibacterial,'
anticonvulsant,"” anticancer,” and anti-HIV?' activities,
among others.

Triazoles represent a class of five-membered
heterocyclic compounds of great importance in the

*e-mail: biancanascimento@iq.ufrj.br

preparation of new drugs with diverse biological activities
because these compounds can have different structures with
the same numbers of carbon and nitrogen atoms. 1H-1.2.3-
Triazoles (4. Figure 1b) are compounds of exclusively
synthetic origin,” and there are several methods available
for the 1.4 regiospecific synthesis of 1H-1,2,3-triazoles.
The 1.3-dipolar cycloaddition of organic azides (2) with
terminal alkynes (3) catalyzed by Cu (I) is one of the most
versatile of these methods.*

- 3a P
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6 2
7 7a N\1
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1
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Figure 1. (a) Structure of isatin and (b) scheme for obtaining 1.2.3-triazoles
(4) from organic azides (2) and terminal alkynes (3).
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Incidence of Cancer in Brazil and the Potential Use of Isatin Derivatives in
Experimental Oncology

Abstract: Nearly all cases of cancer are caused by mutations of genes that control cell growth and
cellular mitosis, and constitute a single disease, but a set of different types, with multiple causes and
natural history. Neoplastic diseases gradually develop from any tissue of any organ inside, when normal
cells loose their functional capacity, dividing uncontrollably, to produce a mass of cancerous tissue.
Cancer has been considered a major public health problem. According to the National Institute of
Cancer it was estimated for the year 2013, 518,510 new cases in Brazil. The cancers that are well
diagnosed are skin cancer (134,000 new cases), prostate (60,000), female breast (53,000), colorectal
(30,000), lung (27,000) stomach (20,000) and cervical (18,000). This paper aims, to review the incidence
of cancer in Brazil, emphasizing the importance of preventive exams for early diagnosis and also the
need for discovery of new drugs containing the indole nucleus to treat this disease.

Keywords: Cancer; malignant neoplasm; epidemiologic studies; isatin.

Resumo

O céncer é causado, em quase todos os casos, por mutacdes de genes celulares que controlam o
crescimento e a mitose celular, constituindo-se em uma unica doenca, porém de um conjunto de
diferentes tipos, com multiplicidade de causas e de histdria natural. As doencas neoplasicas
desenvolvem-se progressivamente, a partir de qualquer tecido no interior de qualquer érgdo, quando
células normais perdem a sua capacidade funcional, dividindo-se descontroladamente, até produzir uma
massa de tecido cancerosa. O cincer € considerado um grande problema de satide publica, e segundo o
Instituto Nacional do Cincer estima-se para o ano de 2013, 518.510 novos casos no Brasil. Os tipos de
cancer mais diagnosticados sdo pele (134 mil novos casos), prostata (60 mil), mama feminina (53 mil),
colon e reto (30 mil), pulmdo (27 mil), estdbmago (20 mil) e colo de Gtero (18 mil). Este trabalho tem
como objetivo, através de uma revisdo da literatura, analisar a incidéncia do cédncer no Brasil,
enfatizando a importincia de exames preventivos para um diagndstico precoce e a necessidade da
descoberta de novos farmacos com o nucleo indélico para o tratamento desta doenga.

Palavras-chave: Cancer; neoplasia maligna; estudos epidemioldgicos; isatina.
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Carbon steel corrosion in CO,-saturated solutions, simulating the produced water generated in oil and
gas extraction, was investigated using weight loss. electrochemical measurements and surface
characterization. The effectiveness of two isatin compounds. N-morpholine-isatin (MI) and N-
morpholine-3-isatin-thiosemicarbazone (MIT) as corrosion inhibitors in these highly saline media was
also evaluated. Only MIT was shown to act as a corrosion inhibitor for carbon steel immersed in both
of the simulated produced water solutions evaluated. The impedance results corroborated the corrosion
mechanisms commonly accepted in the literature.

Keywords: carbon steel: CO> corrosion: chloride media: corrosion inhibitor; isatin.

1. INTRODUCTION

Carbon steel corrosion is a common problem in the petroleum industry. Produced water. a
saline medium generated during oil production. is considered the most corrosive environment in oil
field operations due to the presence of aggressive corrosive agents, such as chloride and sulfate ions.
and gases, such as carbon dioxide (CO;) and hydrogen sulfide (H,S). CO, dissolves in water, creating
a weak acid. carbonic acid, which can severely corrode the steel pipelines and equipment used in the
production and transportation of oil and gas. Cations. such as sodium (Na*). potassium (K”). calcium
(Ca™). magnesium (1\-'Ig2+). barium (Ba>). and strontium (Srg_). and anions, such as sulfate (8042').
carbonate (CO;>) and bicarbonate (HCO5"). can also affect the buffering capacity. salinity and scale
potential of the produced water [1]. The injection of corrosion inhibitors has been an effective and
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First Asymmetric Reduction of Isatin by Marine-Derived Fungi

Willian G. Birolli,* Irlon M. Ferrreira,* David E. Q. Jimenez,® Bianca N. M. Silva,*
Barbara V. Silva,” Angelo C. Pinto~" and André L. M. Porto**°
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Universidade Federal do Amapd, Rod. JK, KM 2, 68902-280 Macapa-AP, Brazil

“Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 21949-900 Rio de Janeiro-RJ, Brazil

In this study. whole cells of marine-derived fungi were used to reduce isatin (1 H-indole-2.3-
dione) to dioxindole (3-hydroxyindolin-2-one) for 7 days at 32 °C. The screening showed that
several strains could reduce isatin and produce the enantioenriched dioxindole. The best conversions
were obtained by Cladosporium sp. CBMAI 1237 and Westerdykella sp. CBMAI 1679, however,
the best enantiomeric excess was obtained only by Aspergillus sydowii CBMAI 935 (66% ee). In
conclusion, marine-derived fungi show potential for asymmetric and chemoselective reduction

of isatin ( 1H-indole-2.3-dione).

Keywords: whole cells, marine fungi, biocatalysis, chemoselective reaction

Introduction

Isatin (1H-indole-2,3-dione) and its derivatives were
found in fungi, plants, animals and even in humans as a
metabolic derivative of adrenaline.' It was first synthesized by
Erdmann and Laurent in 1840 when these researchers reacted
indigo with nitric and chromic acids.> In addition, diverse
pharmacological properties were reported for isatin and its
derivatives including anticancer, antioxidant, anti-histaminic,
antiviral, anti-inflammatory. anti-Parkinson’s, antidiabetic,
antiallergic, antimalarial and antimicrobial activities.™*

The compound 3-hydroxyindolin-2-one is a derivative
of the reduction of isatin and showed pharmacological
potential to antiallergic, anti-inflammatory and anticancer

Br Ho
L\ TCOMe
\ 0

BFMH

Convolutamydine A

Figure 1. Examples of biologically active 3-substituted-3-hydroxyl-2-oxindoles.

*e-mail: almporto @igsc.usp.br
"This paper is dedicated to the memory of our wonderful Professor Angelo
da Cunha Pinto.

Donaxaridine

activities.* In addition, they have been found in many
bioactive natural products, such as convolutamydine A.°
flustraminol A® and donaxaridine’ (Figure 1).

Few studies in the literature have focused on the
biotransformation of isatin derivatives by whole cells. One
example is the stereoselective reduction of |H-indole-2,3-
dione and analogues by Candida parapsilosis, which gives
R-alcohol in good yields.* More recently, the biotransformation
of indole was carried out by a newly isolated KK 10, member
of the genus Cupriavidus that oxidize the N-heterocyclic ring
of indole and ring cleavage through N-formylanthranilic acid.”
In another work, a biphenyl dioxygenase was cloned from
Dvella ginsengisoli LA-4 and expressed in Escherichia coli
for the biotransformation of indole to indigo.™

— HO

HO H
v—
N N h—
H Br H

Flustraminol A
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Short Report

Ultrasound-Assisted Synthesis of Isatin-Type 5°-(4-AlkylV/Aryl-1H-1,2,3-triazoles)
via 1,3-Dipolar Cycloaddition Reactions

Bianca N. M. Silva,” Angelo C. Pinto,*" Fernando C. Silva,* Vitor F. Ferreira® and
Bdrbara V. Silva®*®

aInstituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 21949-900 Rio de Janeiro-RJ, Brazil

bInstituto de Quimica, Universidade Federal Fluminense, 24020-141 Niterdi-RJ, Brazil

This short report describes the preparation of twelve isatin derivatives, 5°-(4-alkyl/aryl-1H-
1,2.3-triazoles), using 5-azido-spiro[1,3-dioxolane-2.3-indol]-2"(1"H)-one in the presence of
various alkynes under acidic conditions and ultrasound irradiation. Compared with conventional
methods, yields increased to 78-98%, and reaction times decreased to 5 min. Besides time and
energy saving, there was no need for purification of the product by column chromatography on

silica gel, generating less waste and spent solvent.

Keywords: isatin, 1H-1,2 3-triazoles, 1,3-dipolar cycloaddition reactions, ultrasound irradiation

Introduction

[satin is a multifunctional heterocyclic compound
employed in obtaining a large number of compounds
of pharmacological interest. Its structure allows for
electrophilic substitution reactions of the aromatic ring,
acylating or alkylating the NH group, and the selective
reduction or condensation in two chemically distinct
carbonyls.'”

The 1,3-dipolar cycloaddition reaction between the
regioselective organic azides and the terminal alkynes
catalyzed by copper(I) is currently the most commonly
used method for obtaining 1H-1,2 3-triazoles, which are
heterocycles of exclusively synthetic origin.” This class
of compounds also has several applications in medicinal
chemistry.”"!

Ouwr research group recently published the synthesis
of 1H-1.2 3-triazoles containing isatin nuclei via different
terminal alkynes.'? However, advances related to the use
of ultrasound in organic synthesis aroused our attention.

Ultrasound irradiation has been considered a clean
and useful method in organic synthesis. Compared with
traditional methods, ultrasound-assisted organic synthesis
features short reaction times, high yields and mild
conditions. In addition, ultrasound irradiation follows the

*g-mail: barbara.iq @ gmail.com
“This paper is dedicated to the memory of our wonderful Professor Angelo
da Cunha Pinto, who recently passed away.

sixth principle of green chemistry, which proposes the
pursuit of energy efficiency.'™*

Experimental

General procedure for preparation of 5'-(4-alkyl/aryl-1H-
1,2,3-triazole)-isatin (2a-2I) through ultrasound

A mixture of 2.64 mmol of 5-azido-spiro[1,3-dioxolane-
2.37-indol]-2(1"H)-one, 3.17 mmol of the alkyne (see
Scheme 1), 0.19 mmol of CuS0,.5H,0, an excess of sodium
ascorbate (AscNa, .42 mmol), 0.87 mmol (30 mol% based
on 2) of acetic acid and an equal amount of fert-butanol
and water (2.24 mL) was subjected to ultrasound (Branson
I510DTH) irradiation for 5 minutes. After this period, a
liquid-liquid extraction was performed with ethyl acetate
and water. The organic layer was dried with anhydrous
sodium sulfate and filtered, and the solvent was evaporated
under reduced pressure. The yields are shown in Table 1.

Results and Discussion

Initially, the nitration reaction of isatin' was performed,
and the ketal dioxolane of 5-nitro-isatin was prepared
from 5-nitro-isatin using ethylene glycol and p-TsOH in
toluene. Then, the nitro group was reduced by catalytic
hydrogenation to give the ketal dioxolane of 5-amine-isatin.

In the next step, the azido group was obtained by a
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Isatin halogen-derivatives like other isatin derivatives have several phammacoterapeutic applications, such as an-
tibacterial, antitubercular, and anticancer activities. The electrochemical behaviour, at a glassy carbon electrode,
of some mono- and di- fluoro, chloro, bromo and iodo isatin derivatives, by cyclic, square wave and differential
pulse voltammetry, over awide pH range, was investigated, and compared with isatinelectroche mical be haviour.
The presence of one or two halogens in the benzene ring affected the oxidation processes. The oxidation mech-
anism of isatin monohalogen-derivatives, with only one halogen at the position C5 or C7, was an imeversible, pH-

:{;}tr:,ﬂdr:i“twﬁ dependent, adsorption-controlled process, and occurred in three consecutive charge transfer reactions, first on
Halogens the benzene ring with the production of one hydroxyl group attached to the ring, and the electroactive oxidation
Redox behaviour product formed was oxidized to para- and/or ortho-quinone derivatives and polymeric products. The isatin
Glassy carbon dihalogen-derivatives oxidation was also imeversible, in two consecutive charge transfer reactions, with the for-
Volammetry mation of polymeric products, and occurred at more positive potentials. The reduction mechanism of isatin hal-

ogen-derivatives was a pH-dependent two consecutive charge transfer reactions. The first process was the
reversible reduction of the carbon-halogen bond and the second the irreversible cleavage of the carbonyl
group at the position C3 in the heterocyclic ring. The halogens substituents in the isatin benzene ring gave rise
to different redox processes, depending on the number and halogen position.

© 2016 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Isatin (1H-indole-2 3-dione) (ISA), one of the most important deriv-
atives of indole, is an endogenous compound identified in many organ-
isms, present in mammalian tissues and body fluids, and also as a
natural product of plants, for example genus Isatis, in Calanthe discolour,
Lindl, and in Couroupita guianensis, Aubl [1-3].

Isatin is a very important molecule due to its broad range of biolog-
ical and pharmacological properties, and also because it is a synthetical-
ly versatile substrate. Isatin and its derivatives are extensively used as
important raw materials for designing potential bioactive agents [3-
5]. Recently the study of isatin derivatives have been shown to demon-
strate antiprotozoal, antibacterial, antifungal, antiviral, anti-HIV, anti-
convulsant, antitumoral, anti-inflammatory, antihelminthic activities,
to influence neurodegenerative diseases, and to participate in metabo-
lism [3,6-8].

Isatin halogen-derivatives have also been reported to exhibit several
pharmacoterapeutic activities, such as antibacterial, antitubercular, an-
ticancer and antineop lastic activities [9-20].

* Cormresponding author.
E-muail address: brets@ciuc. pt (A M. Oliveira-Brett).

httpy//dx.doiorg/10.1016/j jelechem 2016.09.008
1572-6657/@ 2016 Elsevier BV. All rights reserved.

Isatin fluoro-derivatives are used in the synthesis of new compounds
that may belong to aclass of chemotherapeutic agents for the treatment
of various bacterial infections, act by inhibiting DNA gyrase, the princi-
pal target in gram-negative bacteria, and also the topoisomerase [V,
the principal target in gram-positive bacteria [13]. The isatin 5-fluoro-
derivatives were also synthesized and the antitubercular activity was
evaluated and some of the compounds presented complete inhibition
against the Mycobacterium tuberculosis H37Rv strain [14]. In 2006, an
isatin 5-fluoro-derivative (sunitinib) was approved by FDA for the treat-
mentof gastrointestinal stromal tumours and advanced renal cell carci-
noma [15-16].

Isatin bromo-derivatives have been shown to exhibit anticancer ac-
tivity [17-19]. The in vitro cytotoxic activities of isatin bromo-deriva-
tives were determined against the human monocyte-like, histiocytic
lymphoma cell line (U937), showing that the introduction of electron-
withdrawing groups at positions C5, C6, and C7 significantly increased
the anticancer activity when compared with isatin, the substitution at
the 5-position being the most favourable [18]. The C5 substitution in
the isatin ring has been associated with increased biological activity
for a range of indole-based compounds [18]. Both chloro and bromo
substituted isatin derivatives presented antifungal and antibacterial ac-
tivity but the isatin 5-chloro-derivatives, when compared with the
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Background: Trypanosomiasis and leishmaniasis cause severe infections in humans and domestic animals in the tropics. Aithough typical
diseases in Latin America, globalization and the migration of infected people has spread these diseases to countries in North America, Asia and
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A simple methodology giving rise to a new series of isatin-porphyrin conjugates and corresponding
intracyclized derivatives is described. Palladium-catalyzed amination reactions of iodinated isatin de-
rivatives containing the 3-carbonyl group protected with ketal functionalities and 2-amino-5,10,15,20-
tetraphenylporphyrinatonickel( II) was the used procedure. The combination of palladium catalysts and
the phosphine ligand dicyclohexylphospino-2' 4’ 6'-triisopropylbiphenyl (XPhos) led to isatin-porphyrin

conjugates in good yields. Nevertheless, the use of palladium acetate even resulted on the formation of

Keywaords:
Porphyrin
Isatin approaches.
Intracyclized derivatives

C-N coupling

Falladium

Buchwald-Hartwig

additional six membered fused ring compounds. This brings a new perspective to access quinolino|2,3,4-
at]porphyrins, a set of compounds which are typically obtained by harsh Cadogan or thermal cyclization

@ 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

During the last decades, the combination of many reaction sites
available for functionalization and fine-tuning of optical, physical
and redox properties, definitively places porphyrins as one of the
greatest challenges to chemists. For this reason, numerous inter-
disciplinary studies have pointed out their great potentialities as
catalysts [1-3], advanced biomimetic models for photosynthesis
[4~7], new electronic materials [8,9], chemical sensors [10—-12] and
photoinactivation of microorganisms and drugs [13-15].

Among the available synthetic tools to modify the porphyrinoid
structure [16-18], the Buchwald-Hartwig palladium-catalyzed

* Comresponding author.
#+ Corresponding author.
E-mail addresses: mafaldapereira@uapt (AMMV.M. Pereira), jcavaleiro@ua pt
(J-A.S. Cavaleiro).
1 Atribute is due to (the late) Angelo C. Pinto, coordinator of Project A-08 of the
“CAPES CsF-Science without Borders Program”, for his efforts and enthusiasm
which made possible the work here reported to be carried out.

http: [ /dx.doiorg/10.1016{j.dyepig 201612010
0143-7208/@ 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

amination has emerged as a powerful strategy for the formation of
carbon-nitrogen bonds [19-21]. On the other hand, the fusion of
aromatic rings with the porphyrin nucleus is the most obvious way
to extend the molecular architecture and modify the physico-
chemical properties [22—28 . This can be achieved intermolecularly
by directly adding aromatic rings to the porphyrin core, or in a
simpler approach, using the meso-aryl groups already present to
make connections of them with the -pyrrolic positions [29,30]. In
2004, Callot et al. reported for the first ime the synthesis of a
porphyrin in which the linker was a nitrogen atom. Starting from
readily available B-nitro derivatives and using the Cadogan cycli-
zation conditions (heat, triethyl phosphite), the desired quinolino
12,3 4-at|porphyrins were isolated in reasonable yields [31). Later
on, the same structures were obtained from f-azido systems [32].
Alternatively, Cavaleiro et al. described a series of novel N-aryl
substituted derivatives attained by thermal oxidative cyclization of
f-arylaminoporphyrins [33,34]. The ring extension led to a signif-
icant change of the compounds' optical features, their redox char-
acteristics and the HOMO-LUMO energy gap [33,35)].
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Abstract:  5'-4-Alkyl/aryl-1H-1,2,3-triazole derivatives PILAB 1-12 were synthesized and a
pharmacological screening of these derivatives was performed to identify a possible effect on the
Central Nervous System (CNS) and to explore the associated mechanisms of action. The mice received
a peritoneal injection (100 pmol/kg) of each of the 12 PILAB derivatives 10 min prior to the injection
of pentobarbital and the mean hypnosis times were recorded. The mean hypnosis time increased for
the mice treated with PILAB 8, which was prevented when mice were administered CTOP, a p-opioid
antagonist. Locomotor and motor activities were not affected by PILAB 8. The anxiolytic effect of
PILAB 8 was evaluated next in an elevated-plus maze apparatus. PILAB 8 and midazolam increased
a percentage of entries and spent time in the open arms of the apparatus compared with the control
group. Conversely, a decrease in the percentages of entries and time spent in the closed arms were
observed. Pretreatment with naloxone, a non-specific opioid antagonist, prior to administration of
PILAB 8 exhibited a reverted anxiolytic effect. PILAB 8 exhibited antinociceptive activity in the
hot plate test, and reduced reactivity to formalin in the neurogenic and the inflammatory phases.
These data suggest that PILAB 8 can activate p-opioid receptors to provoke antinociceptive and
anti-inflammatory effects in mice.

Keywords: novel p-opioid agonist; hypnosis; antinociception; anti-inflammatory effect; mice

1. Introduction

Pain is defined as an unpleasant sensory feeling that results from activation of sensory nerve
endings in response to a stimulus which can vary among individuals due to emotional state,
gender, ethnicity, anxiety level, early experiences and memories [1-6]. Pain management to
improve quality of life depends on agents with analgesic properties such as non-narcotic analgesics
(e.g., acetominophen and aspirin), narcotic analgesics (opioids), and other drug classes, including
antidepressants and anticonvulsants [7,8]. However, reduction of pain is limited, which is the main

Molecules 2017, 22, 800; doi:10.3390,/ molecules2 2050800 www.mdpi.com /journal/ molecules
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na (1, Esquema 1) &€ uma molécula de origem natural, largamente
empregada em quimica orgénica como matéria-prima na sintese de farmacos em
fungo de sua alta versatilidade sintética. Estudos recentes demonstram que izatinas e
zeus derivados possuem atividades antinflamatoria, antiviral, anticonvulsivante e
antitumoral 12
Em diversas sinteses uliizando isatina como material de pariida, faz-se
ria uma etapa de protegdio da carbonila C-3, que & bem mais eletrofiica do
que a carbonila amidica C-2. A cetalizagdo &€ um dos métodos mais usados para
protego de carbonilas de aldeidos e cetonas Ceims dioxolano ou dioxano séo
normalmente utilizados para a prote¢do de C-3 na
Geralmente, os cetais dioxolano e dioxano s&o fﬁ:imenie hidrolisados em meio
acido. Contudo, nenhum estudo desta natureza esta descrito na literatura para estes
cetais isatinicos.
O objetivo deste trabalho foi sintetizar cetaiz dioxano e dioxolano com diferentes
substituintes no anel aromatico e estudar a hidrolise desses cetais ufiizando a
cromatografia gasosa para acompanhar a evolugio da reagéo de desprotegéo..

Procedimento Experimental

Os= cetais dioxolano e dioxano foram preparados a partir das respectivas isatinas,
utilizando etilenoglicol e écido p-tolueno-sulfdnico, em tolueno, sob refluxo (Esquema
1).

Esquema 1: Reagfio de cetalizacio da isatina

A hidrolise dos cetais dioxano e dioxolano foi avaliada em reagdes independentes
com 1 mmol do substrato na presenga de acido acético e acido cloridrico 3N (Esquema 2).
A reagéo de hidrolise de cada um dos cetais foi acompanhada por cromatografia gasosa,
retirando aliquotas a cada 30 minutos. O indol foi utilizado como padréio intemo.

Esquema 2- Reagio de hidrolise dos cetsis da isatina

Resultados e discussdes

A Figura 1 mostra os graficos Convers#o (%) a isatina
minutos para os cetais dicxano e di mlano da atln
dioxano da S-nitro- (8), S-cloro- (6) (7)

odo avaliado para os ccmpostue 1 e 4 O cetal dioxano da 5-bromo-i (9)

entou conversdo de apel O cetal dioxano da 5-metil-isatina (2) apresentou

rSUS Tamp-: de hldrcnll

Rio de Janeiro/RJ — Instituto de Quimica.

Hidrolice do oatal Sloxanc & dioxcins d E-S00r-
kaina

o

Figura 1: Graficos de conversdo (%) a isatina versus tempo em minutos

Fatores que afetam a velocidade da hidrolise dos cetais da isatina:
Matureza do substituinte

Grupos doadores de elétrons facilitam a hidrolise, enquanto retiradores dicultam-na
(Esquema 3). Os graficos da Figura 1 mosiram que o cetal sem substituinte (1) e com a
metila (2) =80 totaimente converfidos & isatina em 540 minutos. Quando o anel
aromdtico estd subsfituido por grupos retiradores de elétrons (4, 6, 7-9), os cetais
fiveram baixa ou nenhuma convers&o.

Fatores enfropicos

O ganho entropico do anel de 6 membros € maior do que o de 5 membros, o que toma a
hidrdlize do cetal dioxano mais rapido do que do dioxolano, conforme pode ser
observado na Figura 1.

Intermediario formado na hidrolise dos cetais

Conclusdo
A hidrolise dos cetais da isatina & bastante influenciada pela presenca dos
grupamentos funcionais no anel aromatico. Outro fator importante é o

tamanho do anel, visto que os cef dioxano hidrolisam mais rapido do
que os respectivos dioxolanos.
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A isatina (Figura 1) é um substrato de grande interesse na
quimica orgdnica devido a sua wersatilidade sintética. A isatina e
seus derivados tem sido intensamente relatada na literatura como
compostos de amplo potencial farmacolégico. Estudos recentes
mostraram que essas substdncias possuiem atividades antiviral,
antiinflamatdria, anticonvulsivante e antitumoral.

A isatina possui duas carbonilas de reatividades distintas, uma
de natureza cetdnica [C-3] e outra de natureza amidica [C-2].
Para a protegdo da carbonila mais eletrofilica [C-3] costuma-se
utilizar cetais dioxolano ou dioxarno, em fungdo de sua estabilidade
e fdcil obtengdo.

O objetiv deste trabalho foi a preparagio da 5-
isonitrosoacetanilida-isatina a partir do cetal dioxolano da 5-
amino-isatina, empregando as condigdes de Sandmeyer*.

Figura 1. Estrutura da isatina.

rocedimento Experimental

@ Preparo do cetal dioxolano

O cetal dioxolano da 5-nitro-isatina (3) foi preparado a partir da 5-
nitro-isatina (2), utilizando etilenoglicol e dcido p-tolueno-sulfénico em
tolueno. O cetal obtido teve o seu grupo nitro reduzido com C/Pd 5% em
acetato de etila, formando o composto 4 (Esquema ).

o
oN HOon 0/\‘
2 p-TSOH  O,N o
o————~
Tolueno O
H N
2 3 H
'S
o
CIPd 5% HN
-
Acetato de etila 0
N
4 H

Esquema 1. Obtengdo do cetal dioxolano da 5-
amino-isatina.

@ Preparo da 5-isonitrosoacetanilida-isatina

O produto da redugdo (4) foi submetido as condigdes de Sandmeyer

@ Andlise dos produtos
Os produtos obtidos em cada etapa foram caracterizados por espectroscopia

na regido do infravermelho (IV), ressondncia magnética nuclear (RMN) e
espectrometria de massas (EM).

Resultados e Discussoes

Os rendimentos dos produtos 3-5 estdo mostrados hatabelal.

Produtos Rendimento (%)
3 92
4 53
5 61

O produto inédito 5 foi caracterizado por RMN 'H, BC e IV. Na figura 2
estdo os espectros de RMN e os principais assinalamentos.

_n H - aromaéticos

b NI
I Y Y Y |
150 100 50
ara Figura 2. A - Espectro de RMN !H, B - Espectro de RMN
P 13CA

obtencdo da isonitrosoacetanilida. Foi utilizado cloral hidratado, sulfato de

hidroxilamina, sulfato de sédio e dgua em meio dcido, fomecendo o produto CO"C'US&O

inédito 5 (Esquema 2).

0/\' CI,CCH(OH),

HoN (NH,0H).H,S0,

N NaZSO,,
H

HZO

A B-isonitrosoacetanilida-isatina (5) foi preparada empregando uma rota
sintética simples e eficiente. Esse produto é bastante interessante do ponto
de vista sintético para a preparagdio de fdrmacos, podendo ser utilizados na
obtengdo de diversos sistemas heterociclicos, como derivados inddlicos e
quinolinicos.

Esquema 2. Obtengdo da 5-isonitrosoacetanilida-
isatina.
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R
10)—_ 9
= CuSOy, ascorbato de sédio, N 4
Introdugao H,0:s0lvente organico (1:1). ta. \\N’ 3
A isatina (1 - Figura 1) possui em seu nicleo inddlico duas carbonilas de 6 48 horas 6
reatividade diferentes, uma cetdnica [C-2] e outra amidica [C 3], um anel aromatico
que pode scfrer nea;ao de substituicdo eletrofilica nas postgoes 5 e 7, um grupo NH =R
p | de ¢ ilagdo. Por este motivo, esta substancia é empregada na 7a R=fenil
obtencéo de um vasto nimero de substancias bioativas. ' 7b R = ilcool proparzilico
A reacdo de ci icdo 1,3-dipolar regi iva entre azidas orgénica e alcinos 7¢ R=14
terminais catalisadas por Cu (1) , & atualmente a me(odologia mais empregada para 7d R = l-etimilciclohexeno (22 %
a obten;ao de 1,2 3-triazol (2 — Flgura 1) 2 heterociclo versatil e puramente 7e R = tetrahidro-2-(2-pentiniloxi)2 H- 8e (80%)
sintético. Esta classe de P , apl licagdo na quimi pirano e :
medicinal. 3 ;f R= :cem_o de pro_pa:gzlz gf (}’6 "‘)c)
0O objetivo deste foia ¢do de novos deri iazélicos a partir £ %:3:3?;::1'3:11 sk Eig .:;
do cetal dioxolano da S5-azido-isatina, empregando as condicbes de Huisgen
modificada por Meldal e Sharpless. Esquema 2. Esquema de reag3o para a obtengao dos novos derivados 1,2.3-tnazois (8a - h).
o uso de coluna em silica flash (230 — 400 mesh), utilizando-se como
A) 4 3 B) dutos obtidos i por RMN de °C e *H. Na
5 B 3 Cu @@ R'\ i{ inal; 8d, como il
S i 1N~ A y
20 NEg—N—RI +=—R? — \\N 3 ) Cq & CH
Z7a N+ = {—J—\ cH ©a & Cq
1 R s % gl cuz83s- (32 3 E
2 2 ¢ o ? s ? g == b 3
= e 7 b= :
Figura 1. A - Estrutura da isatina (1), B - Reacdo “click” utilizada para a formag3o do anel | If | G ke I !
1.23-triazol (2). l | l “ u L L -
Resultados e Discussoes mmag TR T T T CH,
Inicialmente o cetal dioxolano da S-nitro-isatina (3) fou prepa.rado a partir da. Ccq
isatina (4), utilizando-se etil icol, acido p. em tolueno, em - 2 g 5 9¥8E%geR o °gg-
rendimento. Em seguida, o grupo nﬂm foi reduzido por hidrogenaqao catalitica 3 ,:' g & gggg.g’:: i b tabe
a 5-amino-isatina 5, em 87 % de rendimento (Esquema 1). Na etapa seguinte, O ¢ i TT S\ 107 T - L1
azido foi obtido através de uma reagdo de diazotagio com nitrito de sodio em meio acido, ol G 1T R L MR s B
com subsequente adi¢do de azida de sodio gerando a 5-azido-isatina 6. Y %0 : bo : ;

HO\/\OH ﬁ W
0 pTsOH 0
O2N tolueno N
N N
3 H

4 G - °/\<'> R 0%
3 . 2 ‘_]

1) NaNO,/HCI 10 % N Pd/C 10 %
F 0asC 4 h acetato de etila
6 2) NaN; 5 1 hora _
1% 4 horas 87 %
Rf=0,61 Rf=0,18 A ]
0N, =2133 e 2104 cm™ Figura 2. A - Espectro de RMN 13C. B — Espectro de RMN 1H do composto 8d.
Rendimento global
58 %
Esquema 1. Obteng3o do cetal dioxolano da 8-azido-isatina (6). A reagdo “click” revelou ser uma gia limpa e eficiente para a do de novos
derivados 5'-(-4-alquillaril-1H-1,2,3-triazéis )-isatina i oderados.
O produto (6) foi tratado com os respectrvos alcinos terminais (13—1), CuS0,, ascorbato de 4 o o ¥ e
sodio para formecer os tnaz0|s isati ( 2). cdo da reacdo foi
hada por em da delgad (CCD), preg acetato de etila ' Da Silva, et. al J. Braz. Chem. Soc. 2001, 12, 273 ; * Freitas, L. B. et. al. Quim. Nova. 2011,
e hexano (1:1) como eluente. A revelagdo da placa foi feita em ultravioleta e carbonizagdo 34, 1791; **Silva, F. C. et al. Eur. J. Med. Chem. 2009, 44, 373; ® Boechat, N. et. al. J. Med.
com solug#o de vanilina sulfirica. Chem. 2011, 54, 5988; “* Tomee, C. W. et. al. J. Org. Chem. 2002, 67, 3057; ® Rostovtsev,

V., V. et al. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2596.
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Introdugdo e Objetives

Aisatina (1 — Figura 1) e seus derivados atuam inibindo a enzima menoaming oxidase B (MAO-B)' presente no cérebro, e, também a 3o do GMFciclico.? Além de interagir com
receptores benzodiazepinicos. como o receptor ionotrépico GABA, o que pode resultar em um efeito sobre os sistemas nervoso central (SNC), tais como sedativo, hipnético, analgésico, entre outros. Apesar
dos compostos 1,2,3-riazdlicos (2 — Figura 1) também atuarem sobre o SNC, estudos que descrevam o sew mecanismo de agio sdo escassos, se restringindo apenas a alguns exemplos.?

Flgu'u 1. Estrutura da isating (1) e do mclco triazdlico (2).

Este trabalho d a avaliagio das propri dativo-hi de triazdlicos obtidos através da cicloadig3o 1,3-dipolar entre o 5'-azido-espiro(2 5-dioxa-ciclopentano-1,3"-indolino-2'-ona)
e alquinos terminais catalisadas por Cu(l)*

Resultados e Discussdo
@ Preparo dos derivades 5'-(4-alquil/aril-1H-1,2,3-triazol-1-il)-espire-

=
(2. 5-dioxa-ciclopentano- 1, 3'-indolino-2'~ona) w = ® 2o
ma kg
Inlctalmeme o 5 -mtroespcm[Z S-dioxa-ciclopentanc-1,2"indclino-2'-ona) (3) foi preparado a partir da 5- : :z !
it tina (4], i acido p-tolueno-sulfénico em toluenc, em B7 % de rendimento. i - s
Em seguida, o grupe nitro foi reduzido por hidrogenagdo catalitica obtendo-se o 5-aming-espiro(2.5-dioxa- §.woq M =
ciclopentano-1,3-indolino-2'-ona) 5. em 87 % de rendimento. Na etapa seguinte, o grupo azido foi obtido 3E - 40 = i -
através de uma reagic de diazotagio com nitrito de sédic em meio dcido, com subsequente adigio de = o
azida de sodio gerande o composto 6 que em foi tratade com os alquinos terminais (Ta-k), CuS0.:.5H,0, ga o = DM
ascorbato de sadio e scido acético como catalisador para formecer os triazéis isatinicos 8a a 8k (Esquema :i m tomir
1). - 3 100, M 80 pmal kg
P .
g &
40
m

" Figura 2. (A) Efeito da injegdo infraperitoneal das substincios 6 8a-d, 8- & @ na dose de 100 ymol Kg' & o cfeito
R— da injegio |n1m'p¢r|faﬂed de Bh (B) & Bk (C) nas doses de 20, 45 e 90; ¢ 45, 90 e 180 pmol Kg, respectivamente. Os
=N dados representam a média + EPM de 10 camundongos para cada dose testada *P<0.05 comparada oo DMSO!

ET

- Avaliagdo da atividede locomotora em camundonges (Ba, h e i)
A atividade sedativa dos derivades 8a, h 2 i foi i ig através da lizgic da ativi lcomotera
de camundenges apés pela via intraperi | (Figura 2). Em todos os experimentos, o

midazolam, um farmaco benzodiazepinico hipndtico e sedativo, foi utiizado como referéncia. Dentre as
substincias avaliadas, destacou-se 8h, gque nas doses de 45 e 90 pmol kg™, apresentou valores abaixe de

e 100 mov.imin.
Esquema 1. Reagiio para a obtengio dos dzmodr.\s 5-{4-n\wllfrll—lH—l 2 3-triazol-1-il}-espire-(2.5-
dinm—ciclopu\tunml.:l'-mdolma—z -ona) Ba a Bk.

= oME0 [0

& Avaliagdo do efeito sedativo-hipnético dos derivados 5'-(4- s :;g m"c

alquil/aril-1H-1,2, 3-triozol - 1-il)-espire-(2,5-dioxa- o el 0
ciclopentano-1,3'-indoline-2"-ona) ) 00
Avaliagdo da duracdo da hipnose induzida pelo pentobarbital sédico (Ba-d e 8f-1) sno‘m |:| mlm o

por um . O pentobarbital sadico & i ) por injegao inravenosa na cauda

do camundongo, na dose de 7 pmalkg™ apés o pré-tratamento com o veiculo (DMSO). A

duragio da hipnose & determinada a partir do momento da injegiio venosa e perda do
reflexo de postura do camundongo.

Ma Figura 2, pode-se observar que alguns compostos (6, Ba-d, 8fl e 9) avaliados na N . . P

- . - N " Fi 3. Efeito da it rit | o de 45,90 ¢ 180 kgt ibsti Ba(A)e Bh(B) e

dose 100 pmolkg™ prolongaram a duragio da hipnose induzida pelo pentobarbital. Sendo qura © da injegdi intraperitoneal nas doses de ¢ smol k! para as substéncias Ba (A) ¢ 8 [B). =

1 : : nas doses de 45 ¢ 95 pmolkg para a substdncia 8 (€). Os dodos representam a média + EPM de 10 comundongos
os derivados Bh e 8k os mais promissores. para coda dose testada. *P<0,05 comparado co DMS0

O teste chamadcl “zleeping time” foi utilizado para avaliar a duragao da hipnose induzida E
3
3

i
™
d

=
i
=
-
=
I
=

:
=
B

u§

MNeste trabalho, 12 derivados contendo os nicleos da isatina e do triazol foram sintetizades e tiveram a sua atividade sedativo-hipnético investigada.
ancias Ba-d e 8-l ap propriedades sedativo-hipnéticas. indicando a atuagio destas moléculas no sistema nervoso central. Dentre as substancias avaliadas, destacou-se 8h, que nas doses

de 45 e B0 ymol Kg™, apresentou valores abaixo de 100 mov./min. sendo mais ativa que o midazolam (7 pmel.kg™) e prolongou o tempo de agio do pentobarbital sodico de 38 min. (DMS0) para 115 min. (80
pmel KgIP<0,05).
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Isatin, Thic i and

5 The semicarbazones and thiosemicarbazones were obtained by the condensation
Introduction: reaction between 10 and thicsemicarbazide or semicarbazide, respectively (Scheme 4).
MMMMMWM([&E&
The isatin (1) has in your structure two distinct chemical reactivity
mlozlzummic[owmmmdm
chemoselective condensation reaction with semicarbazide or
Mmmmamu smemeu
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