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Introducéo

A lsatina € um composto que apresenta duas carbonilas de fungdes organicas distintas,
cetona e amida, possibilitando a formacdo de diversos produtos derivados de reacdes de
substituicdo nucleofilica, formagdo de ligacdo carbono-carbono, adi¢cdo e condensacdo a
carbonila [1-4]. Também, apresenta um nitrogénio amidico susceptivel a reacdes de N-
alquilacdo e N-acilagdo, e um anel aromético passivel de reagdes de substituicdo eletrofilica
aromatica [5].

Figura 1. Estrutura Quimica e sitios reativos da isatina
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Fonte: Adaptado de Martinez e Ferreira, 2017[5]

Além disso, a Isatina € um derivado indol, importante classe de compostos
heterociclicos que apresenta atividade biol6égica como, antimicrobiana, anticancer, anti-
inflamatdrio, anticonvulsivante, antituberculose, entre outras [6-10]. Outrossim, o grupo prenila
esta presente em diversas classes de produtos naturais, como flavondides, naftoquinonas e
terpenos, que ja sdo relatados na literatura com varias atividades bioldgicas, como
antimicrobiana, anti-inflamatorio e anticancerigeno [11-13].

A busca por novos compostos com potencial atividade bioldgica € uma area de grande
emergéncia dentro da quimica organica, visando a prospeccdo de moléculas com maior
seletividade, além do desenvolvimento de metodologias sintéticas mais sustentaveis e de baixo
custo [14].

Muitos dos farmacos comercializados atualmente possuem baixa eficacia, resultando
em mortalidade, sintomas e reacGes adversas. Neste sentido, 0s medicamentos utilizados como
antimicrobianos possuem um agravante, a resisténcia dos organismos, como os fungos e
bactérias, devido ao uso indiscriminado dessas substancias [15,16].

Levando em consideragcdo estes aspectos, o estudo in silico se faz importante no
desenvolvimento de novos compostos com potencial atividade bioldgica, pois ha a
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possibilidade de identificacdo de alvos especificos de uma determinada doenca, previsdo de
efeitos colaterais ou de ma absorcdo, realizando avaliacdo das propriedades farmacocinética
dos compostos. Desta forma, é possivel propor alternativas sintéticas para resolver tais
obstaculos antes da sua execucao [17].

Assim, o0 objetivo desse trabalho é sintetizar e avaliar novas Isatinas N-preniladas com
potencial atividade antimicrobiana. Adicionalmente, realizar o estudo in silico e avaliar as
propriedades farmacocinéticas das moléculas propostas.

Material e Métodos

Neste trabalho foram realizadas reagfes de N-alquilagcdo utilizando isatinas C-
substituidas com 4-bromo-2-metil-but-2-eno (brometo de prenila) como agente alquilante.
Todos esses reagentes sdo comerciais e foram adquiridos na Sigma-Aldrich. Os solventes foram
adquiridos pela Aldrich provenientes da Tedia, Quimiz e da Vetec, todos com excelente grau
de pureza, indicado pelo fabricante, ndo sendo necessario realizar nenhum processo de
purificacdo.

A formacdo dos produtos foi acompanhada pela técnica de cromatografia de camada
delgada analitica (CCDA), sendo utilizada cromatofolhas de aluminio da marca Macherey-
Nagel, suportadas em Gel de Silica 60 (fase estacionaria), contendo indicador de fluorescéncia
a254nm, e uma mistura de acetato de etila / hexano foi usada como fase movel, sendo irradiadas
em camara de ultravioleta com comprimento de onda de 254nm. Os espectros de IV foram
registrados em um espectrofotdmetro Shimadzu IRPrestige-21, em pastilhas de KBr. Os
espectros de RMN foram registrados em um Varian Mercury 500 usando TMS como padréo
interno (400 MHz para *H e 100 MHz para *C).

Na preparacao da isatina N-alquilada, foram adicionados em um baldo de 50 mL 1 mmol
de Isatina, 5-Fluor-isatina, 5-Metil-isatina, 5-Bromo-isatina ou 5-Nitro-isatina, 3 mL de DMF
seco e colocado sob agitagdo magnética em temperatura ambiente. Em seguida, foi pesado em
um béquer 1,2 mmol de K>COs3 0 qual foi adicionado ao meio reacional. Apds alguns minutos,
foi adicionado 1,2 mmol do agente alquilante (brometo de prenila). Ao final, os produtos foram
vertidos em gelo, isolados utilizando filtracdo a vacuo e lavados com agua destilada gelada.

As substancias foram submetidas aos ensaios bioldgicos para avaliacdo da atividade
antimicrobiana sobre cepas de bactérias, fungos leveduriformes e fungos filamentosos. Os
farmacos antimicrobianos usados como controles foram gentamicina/bactérias e
fluconazol/fungos (Sigma-Aldrich/Merck KGaA). Os produtos foram pesados e devidamente
solubilizados em 150 L (3 %) de dimetilsulfoxido (DMSO) e adicionados 100 pL (2%) de
Tween 80, completando-se o volume final com agua destilada esterilizada g.s.p. 5 mL. Dessa
forma, foi obtida a concentracéo inicial dos produtos de 1024 pg/mL e diluido em série até 4
pug/mL [18-20].

O estudo in silico foi realizado no software SwissADME disponivel gratuitamente no
link http://www.swissadme.ch/index.php.

Resultados e Discussao

Inicialmente, foram realizadas as reac6es de N-alquilacdo dos derivados da Isatina
utilizando meio béasico para ocorrer a desprotonacdo do NH e entdo adicionar o excesso de
brometo de prenila em temperatura ambiente, formando assim o derivado da isatina N-
prenilada. Com relacdo aos rendimentos e tempos reacionais, € possivel observar na Tabela 1
que essas reacdes se processaram entre 3-5 horas com rendimentos de 75-94%.

Tabela 1. Rendimentos e tempos das reacdes de alquilacdo dos derivados da Isatina
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Entrada R! Produto Tempo (h) Rendimento (%)?2

1 H 3a 5 79
2 CHs 3b 4 91
3 F 3c 4 90
4 Br 3d 3 94
5 NO2 3e 3 75

@Rendimento do produto isolado.

Todos os compostos formados foram caracterizados por infravermelho (IV) e
Ressonancia Magnética Nuclear de H e °C. Nos espectros de IV foram observadas a
inexisténcia das bandas de NH do material de partida na regido de 3300-3250 cm, e foram
mantidas as bandas de carbonila de cetona em 1755-1719 cm™ e de amida em 1617-1603 cm™.
Os espectros de RMN de *H das moléculas ndo ha a presenca do sinal de NH em ~10 ppm, mas
h& um muultipleto caracteristico do CH da prenila em ~5 ppm, um dubleto do CH, em ~4 ppm
e os singletos dos CHz entre 1,80-1,70 ppm, indicando que a reacdo de alquilacdo foi bem-
sucedida. No 3C foi observado os sinais referentes as metilas em 25-18 ppm, o CH, em ~38
ppm e o CH em ~117 ppm. Os compostos 3a e 3b sdo relatados na literatura com caracterizacao
analoga ao apresentado nesse trabalho [21, 22].

Os compostos sintetizados foram submetidos aos ensaios biolégicos para avaliacdo da
atividade antimicrobiana sobre cepas de bactérias e fungos. Na Tabela 2, os compostos 3a, 3b
e 3¢ ndo apresentaram inibicao ou diminuigdo do crescimento dos micro-organismos, indicando
auséncia de atividade bioldgica.

Tabela 2. Resultados da avaliacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) sobre espécies
de bactérias e fungos

CIM (pg/mL)

Cepas 3a 3b 3c 3d 3e  Gentamicina Fluconazol
S. aureus® + + + 1024 1024 128 NA
S. epidermidis®  + + + 1024 1024 128 NA
P aeruginosa® + + + 1024 1024 256 NA
E. coli® + + + 1024 1024 256 NA
C. albicans® + + + 1024 1024 NA 128
C. albicans" + + + 1024 512 NA 256
C. tropicalis® + + + 1024 512 NA 256
C. tropicalis" + + + 1024 512 NA 256
A. flavus' + + + 1024 512 NA 256
A. flavus' + + + 1024 512 NA 256
A. niger® + + + 1024 512 NA 256
P. citrinum' + + + 1024 512 NA 256

(+): Crescimento microbiano; (NA): Nao Aplicado.
2 ATCC-13150; P ATCC-12228; ¢ ATCC-25853; ¢ ATCC-18739; ¢ ATCC-76485; F LM-70; 9 ATCC-13803;
hLM-77; " LM-26; 1 LM-55; K LM-23; ' ATCC-40011.



™ 63° Congresso Brasileiro de Quimica
x < BQ 05 a 08 de novembro de 2024
- Salvador - BA

As moléculas 3d e 3e foram capazes de inibir o crescimento visivel, sobre 100% dos
micro-organismos utilizados nos ensaios de atividade antimicrobiana. Essas moléculas, cujas
CIM ficou estabelecida entre 512-1024 ug/mL, apresentam efeito bacteriostatico e fungistéatico.
A presencga do NO: se faz importante, talvez devido ao processo de biorredugdo desse grupo
por nitroredutases, que desempenha um papel central no mecanismo de agdo antimicrobiano
[23].

No que se refere o estudo in silico das isatinas alquiladas, é not6rio que todas as
moléculas obedecem a Regra dos Cinco de Lipinski, sem violacGes, apresentando
biodisponibilidade oral. Na Tabela 3, em relacdo ao coeficiente de particdo n-octanol e agua
(cLogP), ha um aumento do valor com a presenca do atomo de bromo, indicando uma
subsequente melhora na permeabilidade oral que pode estar atrelada a atividade antimicrobiana
observada [24]. Devido a caracteristica polar do grupo nitro, hd uma diminuicdo do cLogP,
porém é observado um aumento no valor da area da superficie polar topolégica (TPSA), onde
todos os outros valores sdo iguais. Ndo ha doadores de ligacdo de hidrogénio, mas com a
presenca dos oxigénios e flior existe variacdo dos aceptores de ligacdo de hidrogénio.

Tabela 3. Estudo in silico das Isatinas N-preniladas®
Compostos cLogP MM nHBA nHBD nViolacgdo TPSA nRotativas®

3a 2,01 215,25 2 0 0 37,38 2

3b 2,42 229,27 2 0 0 37,38 2

3c 240 233,24 3 0 0 37,38 2

3d 2,69 294,14 2 0 0 37,38 2

3e 127 260,25 4 0 0 83,20 3
Regra de <5 <500 <10 <5 - <140 <10
Lipinski

3Dados obtidos através do software SwissADME; "Nimero de ligaces possiveis de rotacdo na molécula.

Conclusodes

As moléculas foram sintetizadas de maneira eficiente, com bons tempos e rendimentos
reacionais. Apresentaram caracteristicas bacteriostaticas e fungistaticas, assim como,
biodisponibilidade oral frente a avaliagéo in silico. Nesse sentido, direcionaremos esforgos na
busca de novos compostos mais potentes semelhantes as moléculas acima sintetizadas, a fim
de solucionar problematicas frente a medicamentos antimicrobianos.
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